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Yhdysvaltain lääkeviranomaisen tekemien tutkimusten mukaan noin kolmasosa apteekkien 
omavalmisteista ei täytä laatuvaatimuksia. Kirjallisuudessa on raportoitu useita tapauksia, joissa 
huonolaatuiset omavalmisteet ovat aiheuttaneet potilaalle merkittäviä haittatapahtumia tai jopa 
kuoleman. Vaikka apteekkien lääkkeenvalmistus poikkeaa monin tavoin teollisesta valmistuksesta, 
omavalmisteiden on oltava turvallisia ja laatuvaatimukset täyttäviä. Lääkevalmisteen laatu perustuu 
toimivaan riskienhallintaan, jossa systemaattisesti arvioidaan lääkevalmisteen laatuun vaikuttavat 
riskitekijät ja pyritään hallitsemaan niitä. Lääkevalmisteet voidaan jakaa matalaan, kohtalaiseen tai 
korkeaan riskitasoon. Laadunvarmistuksen laajuus riippuu valmisteen riskinarvioinnin tuloksista. 
 
Tämän tutkielman kirjallisuusosiossa käydään läpi sairaala-apteekkien omavalmisteisiin liittyviä 
riskitekijöitä ja niiden hallintakeinoja erityisesti farmaseuttisen analytiikan näkökulmasta. 
Lääkevalmisteen laadunvalvontatutkimuksiin kuuluvat valmisteen vaikuttavan aineen tunnistus 
sekä pitoisuuden ja puhtauden määritys. Sairaala-apteekki voi toteuttaa joitakin perusanalyysejä 
itse, mutta vaativat ja kalliisiin laitteistoihin perustuvat menetelmät joudutaan yleensä ulkoistamaan 
sopimuslaboratorioille. Tutkielmassa esitellään omavalmisteiden laadunvalvontaan soveltuvia 
fysikaalisia ja kemiallisia analyysimenetelmiä. Analyysimenetelmät valittiin pääasiassa Suomen 
yliopistollisiin sairaala-apteekkeihin tehdyn avoimen sähköpostikyselyn perusteella. 
Erikoistyöosiossa kehitettiin opioidikorvaushoidossa käytettävä metadoni-naloksoni 
-yhdistelmävalmiste kliinisiä kokeita varten. Valmisteen spesifikaatio ja laadunvalvontatutkimukset 
tehtiin yhteistyössä Kuopion yliopistollisen sairaalan apteekin kanssa. Metadonin ja naloksonin 
kvantitatiivista määritystä varten kehitettiin ja validoitiin nestekromatografinen (HPLC) menetelmä. 
Laadunvalvontatutkimuksissa yhdistelmävalmisteelle tehtiin Euroopan farmakopean 
yhdenmukaisuuskokeet sekä yhteensopivuus- ja säilyvyysseurantatutkimus. Valmisteen kemiallinen 
säilyvyys osoitettiin ulkonäön, pH:n ja vaikuttavien aineiden pitoisuuksien määrityksellä. 
Euroopan farmakopean yhdenmukaisuuskokeet osoittivat, että metadoni-naloksoni 
-yhdistelmävalmisteen formulaatio on luotettava ja vaikuttavien aineiden pitoisuudet ovat 
jokaisessa annosyksikössä yhtäläiset ja hyväksyttävissä rajoissa. Säilyvyysseurantatutkimuksessa 
saatujen tulosten perusteella metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmiste säilyy 30 vuorokauden ajan 
pimeässä (21  2 °C). Valmiste on suojattava valolta ja säilytettävä ruskeassa lasipullossa, koska 
naloksoni hajoaa valoaltistuksen aikana yhdistelmävalmisteessa. Lisäksi saadut tulokset osoittivat 
yhdistelmävalmisteen primaaripakkauksen ja valmisteen aktiivisten lääkeaineiden 
yhteensopivuuden. Jatkossa olisi perusteltua tutkia myös yhdistelmävalmisteen mikrobiologinen 
säilyvyys. 
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According to the studies conducted by the U.S. Food and Drug Administration, approximately one 
third of the compounded preparations of pharmacies do not fulfill the quality requirements. Many 
cases have been reported in literature where compounded products of low quality have caused 
remarkable injurious effects or even death of a patient. Although the compounding of drugs by 
pharmacies deviates from industrial manufacturing, compounded preparations need nevertheless 
meet the safety and quality requirements. The quality of a drug product is based on functional risk 
control, where the risk factors affecting the drug quality are systematically assessed and controlled. 
Drug products can be divided into low, moderate and high level of risk. The extent of the quality 
control depends on the results of the product’s risk assessment results. 
 
The risk factors related to the compounded preparations of hospital pharmacies and the ways of 
controlling them, especially from the viewpoint of pharmaceutical analysis, are scrutinised in the 
literature part of this study. The quality control tests for a drug product include the identification of 
the active ingredient and the assaying of the concentration and purity. A hospital pharmacy can 
perform some of the basic analyses in-house, however, demanding methods as well as methods 
based on expensive equipment need to be outsourced to contract laboratories. In this study, physical 
and chemical methods of analysis suitable for the quality control of compounded preparations are 
introduced. The choice of the methods of analysis was based mainly on an open questionnaire 
directed to Finnish academic hospital pharmacies.  
 
In the experimental part of the study, a methadone-naloxone combination used in opioid 
substitution treatment was developed for the clinical trial. The specification and quality control tests 
were made in cooperation with the Kuopio University Hospital Pharmacy. For the quantitative 
assay of methadone and naloxone a liquid chromatographic (HPLC) method was developed and 
validated. In the quality control tests the combination was tested for the uniformity of dosage units 
according to the European Pharmacopoeia as well as compatibility and stability. The chemical 
stability of the product was indicated by the assay of its appearance, pH and the content of the 
active ingredients.  
The uniformity of dosage units tests of the European Pharmacopoeia indicated that the formulation 
of the methadone-naloxone combination is reliable and that the concentrations of active ingredients 
are uniform and within the acceptable limits. According to the stability tests, methadone-naloxone 
combination is stable for thirty days in the dark (21  2 °C). The product must be protected from 
light and preserved in amber glass bottles because naloxone degraded during the exposure for light 
in a combination product. Moreover, the results indicate the compatibility of the primary package 
and the active ingredients of the drugs. In the future, it would be reasonable to analyse the 
combination product’s microbiological stability. 
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I  KIRJALLINEN OSA 
 
1 JOHDANTO 
Yhdysvaltain lääkeviranomainen (FDA, U.S. Food and Drug Administration) on tutkinut 
apteekkien omavalmisteiden laatua ja tulosten mukaan noin kolmasosa omavalmisteista ei täytä 
laatuvaatimuksia (FDA 2006, 2001). Tutkimusten mukaan suurin osa omavalmisteista ei saa 
hyväksyttävää tulosta pitoisuustestissä (etiketissä ilmoitettu pitoisuus ± 10 %). Kirjallisuudessa on 
raportoitu useita tapauksia, joissa huonolaatuiset omavalmisteet ovat aiheuttaneet potilaalle 
merkittäviä haittatapahtumia tai jopa kuoleman (Seifert ja Jacobitz 2002, McKeown ym. 2007, Kato 
ym. 2009, Schwam 2011). Lisäksi hoitohenkilökunta ja lääkärit eivät välttämättä tunnista sairaala-
apteekissa valmistettaviin lääkevalmisteisiin liittyviä riskejä verrattuna teollisesti valmistettuihin 
lääkevalmisteisiin (Chollet ja Jozwiakowski 2012). 
Apteekissa valmistettavat omavalmisteet eroavat merkittävästi teollisista valmisteista, koska 
omavalmisteilla ei ole myyntilupaa ja ne valmistetaan potilaiden erityistarpeisiin (Committee of 
Ministers of the Council of Europe 2011). Sairaala-apteekin omavalmisteiden tehtävänä on turvata 
potilaiden lääkitystarpeet, kun teollisuus ei tarjoa kattavasti lääkkeitä kaikille potilasryhmille ja 
teollisen tuotteiden valikoima on rajallinen (Kontra ym. 2005). Lääkealan turvallisuus- ja 
kehittämiskeskuksen antamassa määräyksessä apteekkien lääkevalmistuksesta painotetaan 
apteekkien lääkevalmistuksen poikkeavan monin tavoin teollisesta valmistuksesta, mutta 
omavalmisteiden on kuitenkin oltava turvallisia ja laatuvaatimukset täyttäviä (Fimea 6/2011). 
Euroopan neuvoston päätöslauselmassa apteekkien lääkkeenvalmistuksen laatu- ja 
turvallisuusvaatimuksista määritellään, että laadunvarmistusjärjestelmä on valittava ennen lääkkeen 
valmistamista riippuen valmisteen riskinarvioinnin tuloksista (Committee of Ministers of the 
Council of Europe 2011). 
Lääkevalmisteen laatu luodaan kattavalla laadunvarmistuksella, johon sisältyy henkilökunnan 
pätevyys ja osaaminen, asianmukaiset tilat ja laitteet, laadukkaat raaka-aineet ja pakkausmateriaalit, 
dokumentaatio, valmisteen kehitys- ja valmistusprosessi, riskinarviointiin perustuvat 
laadunvalvontatoimenpiteet ja erän käyttöön vapautustoimenpiteet (PIC/S 2008). Omavalmisteiden 
laadunvarmistusohjelmassa tulisi analysoida ja testata myös lopputuote (USP Pharmacists' 
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Pharmacopeia 2nd Ed. <1163>). Jotta tulokset olisivat luotettavia, analytiikassa on käytettävä 
validoituja menetelmiä. Koska sairaala-apteekissa ei ole käytännöllistä testata jokaista valmistetta, 
laatujärjestelmässä on määritettävä milloin testataan, mitä testataan, mitä menetelmiä käytetään, 
miten tulokset tulkitaan, mitkä ovat hyväksymiskriteerit ja mitä toimenpiteitä tehdään, jos valmiste 
ei täytä laatuvaatimuksia. Sairaala-apteekki voi toteuttaa joitakin perusanalyysejä itse, mutta 
vaativat ja kalliisiin laitteistoihin perustuvat menetelmät joudutaan yleensä ulkoistamaan 
sopimuslaboratoriolle. Perusanalyyseistä titrimetriset menetelmät, pH-mittaus, tiheyden mittaus, 
taitekertoimen määritys ja UV/Vis -valon (ultravioletti/näkyvän valon) spektroskopia menetelmät 
ovat toteutettavissa sairaala-apteekissa. Sopimuslaboratorioille ulkoistettavia menetelmiä ovat muun 
muassa kromatografiaan ja massaspektrometriaan perustuvat määritykset. 
Lääkevalvontaviranomaiset painottavat, että apteekkien lääkkeenvalmistuksen laadunvarmistuksen 
laajuus riippuu lääkevalmisteen riskinarvioinnin tuloksista (Committee of Ministers of the Council 
of Europe 2011). Tämän pro gradu -tutkielman tarkoituksena on käydä läpi sairaala-apteekkien 
omavalmisteisiin liittyviä riskitekijöitä ja niiden hallintakeinoja erityisesti farmaseuttisen 
analytiikan näkökulmasta. Tässä tutkielmassa omavalmisteilla tarkoitetaan sekä varastovalmisteita 
että ex tempore -valmisteita. Tutkielmassa esitellään omavalmisteiden laadunvalvonnassa käytettyjä 
fysikaalisia ja kemiallisia analyysimenetelmiä. Menetelmät valittiin pääasiassa Suomen 
yliopistollisiin sairaala-apteekkeihin tehdyn avoimen sähköpostikyselyn perusteella (liite 1). 
Mikrobiologiset menetelmät rajattiin tutkielmasta pois, koska ne on tarkoin määritelty Euroopan 
farmakopeassa (Ph. Eur. 7th Ed. 2.6.). Lisäksi tutkielmassa tuodaan esille analyysituloksiin 
vaikuttavia tekijöitä, joita täytyy ottaa huomioon analyysimenetelmän kehityksessä ja käytössä. 
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2 LÄÄKKEENVALMISTUS SAIRAALA-APTEEKISSA 
Potilasryhmiä, joille sairaala-apteekissa valmistetaan lääkkeitä, ovat yleensä kipupotilaat, silmä- ja 
korvatautipotilaat, hammashuollon potilaat, lapset, ihotautipotilaat, kirurgiset potilaat, psykiatriset 
potilaat sekä allergikot ja astmaatikot (Kontra ym. 2005). Sairaala-apteekissa valmistetaan lääkkeitä 
joko potilaskohtaisesti tai niillä täydennetään kaupallista valikoimaa. Taulukossa 1 on esitetty 
joitakin tavallisia sairaala-apteekissa valmistettavia lääkevalmisteita potilasryhmittäin. Taulukossa 
esitettyjen valmisteiden lisäksi sairaala-apteekissa valmistetaan allergiadiagnostiikkaan tarvittavia 
prick-testejä, intrakutaanitestejä, epikutaanitestejä ja altistustestejä esimerkiksi 
astmadiagnostiikkaan. Lisäksi valmistetaan erilaisia teknisiä valmisteita instrumenttien ja laitteiden 
puhdistukseen. Suonensisäisistä valmisteista sairaala-apteekissa käyttökuntoon saatetaan mm. 
potilaskohtaiset solunsalpaaja-annokset. 
  
 
1
3
 
Taulukko 1. Sairaala-apteekissa valmistettavia lääkevalmisteita potilasryhmittäin (koottu lähteestä Kontra ym. 2005). 
Potilasryhmät Kipupotilaat Silmä- ja korva-
nenätautipotilaat 
Hammashuollon potilaat Lapset Ihotautipotilaat 
Lääkemuodot Injektiot 
Kapselit 
Oraaliliuokset 
Voiteet 
Silmätipat 
Silmävoiteet 
Silmäinjektiot 
Korvatipat 
Korvahuuhteet 
Korvavoiteet 
 
Juurikanavan paikalliset 
hoitoaineet 
Suuvedet 
Natriumfluoridivalmisteet 
Annosjauheet 
Oraaliliuokset 
Oraalisuspensiot 
Kapselit 
Injektiot 
Voiteet iholle 
Liuokset iholle 
 
Esimerkkejä 
valmisteista 
Kipulääkeseokset 
lääkekasettiin: 
opioidi+paikallispuudute, 
Kodeiinifosfaattikapelit, 
Morfiinioraaliliuos, 
Kapsaisiini-Basan® 
emulsiovoide 
Tropikamidi-fenyyliefriini -
silmätipat, 
Kefuroksiimisilmätipat, 
Natriumkloridisilmävoide, 
Fenoli-mentoli-kokainiini -
korvapuudute 
(Kolmoispuudute), 
Kokaiinilimakalvopuudute 
Klooriheksidiiniliuos, 
Fenoli-kamferi-etanoli -liuos 
(Chlumskyn liuos), 
Tinafluoridimikstuura, 
Kuivasuisen huuhteluliuos: 
natriumfluoridi+ksylitoli+urea 
Useita lääkemuotoja: 
 Nifedipiini 
 Hydroklooritiatsidi 
 Spironilaktoni 
 Propranololi 
Fenobarbitaalinatriumliuos, 
Glukoosi 50 % oraaliliuos 
Klooriheksidiini-Ibaril®-
Novalan®, 
Rikki-Hydrokortisoni-
Aqualan®, 
Hopeanitraattiliuos 
(lapis), 
Kaliumpermangaattiliuos, 
Ditranoli-
salisyylihappopasta 
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2.1 VARASTOON VALMISTETTAVAT LÄÄKEVALMISTEET 
Lääkealan turvallisuus- ja kehittämiskeskuksen (Fimea) mukaan sairaala-apteekissa 
omavalmisteella eli varastovalmisteella tarkoitetaan varastoon valmistettavaa lääkevalmistetta 
(Fimea 2011). Sen mukaan omavalmisteisiin eivät kuulu vahvistetuissa farmakopeoissa tai yleisissä 
ohjekirjoissa, kuten Dispensatorium Fennicumissa (DF), esiintyvät lääkevalmisteet. Myös muissa 
viranomaisohjeistoissa ja Euroopan neuvoston päätöslauselmassa omavalmisteet kuvataan 
varastovalmisteiksi (PIC/S 2008, Committee of Ministers of the Council of Europe 2011, Draft 
monograph European Pharmacopoeia 2011). 
Suomen lääkelain (395/1987) 14 §:ssä on rajattu, että sairaala-apteekki saa valmistaa lääkkeitä vain 
sairaalan omien yksikköjen käyttöön ja ainoastaan Fimean myöntämällä luvalla myös muihin 
sosiaali- ja terveydenhuollon toimintayksiköihin. Lisäksi lääkelain 14 § määrää sairaala-apteekit ja 
lääkekeskukset noudattamaan lääkkeenvalmistuksessa hyviä tuotantotapoja (eng. Good 
Manufacturing Practice, GMP). Alun perin hyvien tuotantotapojen ohjeet ja periaatteet on laadittu 
teollista lääkkeenvalmistusta varten ja vasta myöhemmin hyviä tuotantotapoja on alettu vaatia myös 
sairaala-apteekeilta ja lääkekeskuksilta lääkkeenvalmistuksessa. GMP-oppaan mukaan 
laadunhallintaan liittyvien toimenpiteiden tarkoitus on taata, että lääkevalmisteet vastaavat 
käyttötarkoitustaan ja ovat käyttäjilleen turvallisia, laadukkaita ja tehokkaita (European commission 
2008a). Laadunvalvonta tarkoittaa niitä toimintoja, joilla osoitetaan, että lääkevalmisteet täyttävät 
niille asetetut laatuvaatimukset. 
Omavalmisteille Fimea vaatii laadunvalvontadokumentaation, jossa on dokumentoitu valmisteelle 
tehdyt tutkimukset ja niiden tulokset sekä viite tutkimusmenetelmästä (Fimea 6/2011). Lisäksi on 
mainittava farmakopea tai ohjekirja, jonka mukaan materiaali on tutkittu. 
Laadunvalvontadokumentaatiossa on esitettävä kaikki valmisteelle tehdyt 
laadunvalvontatutkimukset. Fimealle on ilmoitettava omavalmisteiden ennakkoilmoituksessa mm. 
valmisteen laatuvaatimukset, laadunvalvontatutkimukset, kelpoisuusaika ja selvitys mahdollisista 
säilyvyystutkimuksista tai muu perustelu, miten kelpoisuusaika on määräytynyt. ICH:n (The 
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of 
Pharmaceuticals for Human Use) ohjeistoissa lääkevalmisteen laatu määritellään lääkevalmisteen 
soveltuvuudeksi käyttötarkoitukseensa (ICH Q6A 1999). Lääkevalmisteen 
laadunvalvontatutkimuksiin kuuluvat valmisteen vaikuttavan aineen tunnistus sekä pitoisuuden ja 
puhtauden määritys. 
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2.2  EX TEMPORE -VALMISTEET 
Ex tempore -valmiste tarkoittaa tilauksen mukaisesti valmistettavaa lääkevalmistetta, joka 
toimitetaan välittömästi potilaalle eikä pidetä apteekin varastossa (Fimea 2011, PIC/S 2008). Ex 
tempore -valmisteet ovat myös potilaskohtaisia ja tarkoitettu lyhytaikaiseen käyttöön, koska 
valmisteen kemiallinen kestoaika on yleensä lyhyt (Kontra ym. 2005). Kirjallisuudessa ex tempore -
valmisteet luokitellaan rekisteröimättömiksi lääkevalmisteiksi (Giam ja McLachlan 2008). Ex 
tempore -lääkevalmisteet ovat yleensä muunnelmia rekisteröidyistä lääkevalmisteista (esim. 
tableteista annosjauheita). Lisäksi lisensoitu valmistaja voi valmistaa rekisteröimättömiä 
lääkevalmisteita tai valmistajalla voi olla lupa valmistaa rekisteröidyistä lääkevalmisteista 
esimerkiksi eri vahvuisia muunnoksia (eng. 'specials' manufacturer). 
Potilasryhmistä erityisesti lapsille joudutaan valmistamaan ex tempore -lääkkeitä, koska 
markkinoilla on vähän lapsille rekisteröityjä lääkevalmisteita (Giam ja McLachlan 2008). Vielä 
2000-luvun alussa yli 50-prosenttia sairaalahoidossa olevista lapsista sai rekisteröimättömiä 
lääkevalmisteita tai kyseiseen indikaatioon hyväksymättömiä lääkevalmisteita (eng. off label) 
(Conroy ym. 2000). Euroopan parlamentti ja neuvosto on julkaissut vuonna 2007 
lastenlääkeasetuksen (Regulation (EC) No 1901/2006), jonka tavoitteena on edesauttaa uusien 
lääkkeiden kehittämistä lapsille, parantaa lapsille tarkoitettujen lääkkeiden saatavuutta ja varmistaa, 
että lasten hoitoon käytettävät lääkkeet perustuvat korkeatasoiseen tutkimukseen lääkkeiden tehosta 
ja turvallisuudesta. 
Ex tempore -valmistusmenetelmät vaihtelevat Euroopan sairaaloissa (Brion ym. 2003). 
Kartoituksessa havaittiin, että ex tempore -valmisteista kahdestakymmenestä yleisimmästä 
liuosvalmisteesta 75 %, kahdestakymmenestä yleisimmästä kapselivalmisteesta 75 % ja 
kahdestakymmenestä yleisimmästä annosjauheesta 30 % olisi ollut markkinoilla sopivana 
rekisteröitynä pediatrisena formulaationa toisessa Euroopan maassa, Pohjois-Amerikassa tai 
Australiassa. Brionin ja kumppaneiden mielestä näiden rekisteröityjen lääkevalmisteiden 
maahantuontiin ja käyttöön liittyvät riskit ovat paljon pienemmät kuin ex tempore -valmisteisiin 
liittyvät riskit. Käytännössä ex tempore -valmiste tarvitaan potilaalle yleensä nopeasti ja 
maahantuontiin liittyvä selvitystyö ja kustannukset voivat olla esteenä lääkevalmisteen nopeaan 
hankintaan. Ex tempore -valmisteiden laatua ei kuitenkaan yleensä ole varmistettu ja kelpoisuusaika 
ei aina ole perusteltu fysikaaliselta, kemialliselta ja mikrobiologiselta kannalta. 
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Ex tempore -valmisteille ei yleensä tehdä laadunvalvontatestejä (PIC/S 2008). Käytännössä niiden 
kelpoisuusaika määritellään lääkeainekohtaisen ja yleisen säilyvyysdokumentaation ja 
kirjallisuuden perusteella (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <795>). Määrityksessä on 
otettava huomioon myös lääkeaineen ominaisuudet, hajoamismekanismit, pakkausmateriaali, 
oletetut säilytysolosuhteet ja hoidon kesto. Lääkkeen valmistajan ja lääkkeen määrääjän tulisi aina 
arvioida ex tempore -valmisteen mahdolliset riskit potilaalle suhteessa siitä mahdollisesti saatuun 
hyötyyn (Committee of Ministers of the Council of Europe 2011). Koska yleensä lääke tarvitaan 
nopeasti potilaalle, ex tempore -valmisteille tehtävä laadunvalvonta on suppeaa. 
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3 APTEEKIN LÄÄKKEENVALMISTUKSEN RISKIT 
Farmaseuttisen valmisteen riskinarvioinnissa on otettava huomioon lääkemuoto ja antoreitti, 
valmistettava määrä, farmakologinen teho, terapeuttinen ikkuna, valmistusprosessi ja jakelu 
(Committee of Ministers of the Council of Europe 2011). Riskitasoon vaikuttavat virheen 
tapahtumisen todennäköisyys, virheen havaitsemisen todennäköisyys ja mahdollisen virheen 
aiheuttamat seuraukset (terveysriski) (PIC/S 2008). 
3.1 FORMULAATIO 
Omavalmisteiden formulaatiokehityksessä tulisi hyödyntää mahdollisia farmakopeoiden 
vakioformulaatioita tai muita kansallisesti tunnettuja formulaatioita (Committee of Ministers of the 
Council of Europe 2011). Lääkevalmisteisiin käytettävien vaikuttavien aineiden ja apuaineiden sekä 
lääkemuodon ja pakkausmateriaalin on noudatettava Euroopan farmakopean kappaleita ja 
monografioita. Jos sopivaa monografiaa tai yleistä kappaletta Euroopan farmakopeassa tai muissa 
farmakopeoissa ei ole, lähtöaineiden kemiallinen, farmaseuttinen ja mikrobiologinen laatu 
farmaseuttiseen käyttöön on osoitettava validoiduilla menetelmillä. 
Lääkevalmisteen formulaatiokehityksessä varmistetaan, että raaka-aineet, valmistusprosessi, testit ja 
spesifikaatiot määritellään riskinarvioinnin perusteella valmisteen käyttötarkoitukseen soveltuviksi 
(Draft monograph European Pharmacopoeia 2011). Formuloinnin epäonnistuminen voi johtaa 
vaikuttavan aineen epätasaiseen jakautumiseen tuotteessa, jolloin potilas voi saada yli- tai 
aliannostuksen lääkettä (Jackson ja Lowey 2010). Annosyksiköiden yhdenmukaisuus -testeillä 
voidaan varmistua vaikuttavan aineen tasaisesta jakautumisesta lääkevalmisteessa. Jokaisessa 
lääkevalmiste-erässä annosyksiköiden vaikuttavan aineen pitoisuus on oltava tietyn kapean 
pitoisuusalueen mukainen, jotta erän annosyksiköt ovat yhdenmukaiset (Ph. Eur. 7th Ed. 2.9.40.). 
Euroopan farmakopean annosyksiköiden yhdenmukaisuus -testien (Uniformity of Dosage Units) 
tarkoituksena on varmistaa, että erän jokaisessa yksikössä vaikuttavan aineen pitoisuus on etiketissä 
ilmoitetun pitoisuuden mukainen. Annosyksikkö sisältää vaikuttavaa ainetta yhden annoksen tai 
osan annoksesta. Annosyksiköiden yhdenmukaisuus ei sovi spesifikaatioksi suspensioille, 
emulsioille tai yhden annoksen sisältäville iholle annosteltaville geeleille. Testejä ei vaadita 
monivitamiini- ja hivenainevalmisteilta. Annosyksiköiden yhdenmukaisuuden tutkimiseen on kaksi 
menetelmää, joilla tutkitaan annosten yhdenmukaisuutta (Content Uniformity) ja massan vaihtelua 
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(Mass Variation).  Kun menetelmiä sovelletaan oikein, annosyksiköiden yhdenmukaisuudella 
voidaan osaltaan varmistaa valmisteen laatu, tarkkuus ja turvallisuus (Kupiec ja Branscum 2008). 
Apteekin lääkkeenvalmistuksen raaka-aineina käytetään usein myös kaupallisia lääkevalmisteita, 
jolloin lopputuotteen koostumuksesta voi tulla monimutkainen ja valmisteen säilyvyys on 
vaikeampi ennustaa (Glass ja Haywood 2006). Oraaliliuoksia joudutaan usein annostelun 
helpottamiseksi valmistaan kaupallisista valmisteista lapsille, nielemisvaikeuksista kärsiville ja 
nenä-mahaletkun kautta lääkkeensä saaville potilaille. Esimerkiksi kaupallisista injektioliuoksista 
tehdään usein oraaliliuoksia. Kyseisten liuosten formuloinnissa esiintyviin ongelmiin sisältyvät mm. 
seuraavat: lääke on limakalvoja ärsyttävä, lääkkeellä voi olla merkittävä ensikierron metabolia, 
lääke tai sen apuaineet voivat olla pahanmakuisia, apuaineilla voi olla kumuloituva toksinen 
vaikutus oraalisesti otettuna tai injektion apuliuottimien laimentuessa oraaliliuosta valmistettaessa 
lääkeaine altistuu hajoamiselle. Riskien minimoimiseksi formulaatiot kannattaa pitää 
mahdollisimman yksinkertaisina ja formulaatiokehityksessä on kerättävä tietoa kirjallisuudesta ja 
mahdollisesti myös muilta sairaala-apteekeilta (Jackson ja Lowey 2010). 
3.2 INHIMILLISET VIRHEET 
Lääkkeenvalmistuksessa tapahtuvat laskuvirheet ovat merkittävin sairaala-apteekissa 
valmistettavien lääkevalmisteiden riskitekijä (Jackson ja Lowey 2010). Kirjallisuudessa on 
raportoitu, että lääkkeenvalmistuksessa tapahtuvat laskuvirheet ovat aiheuttaneet merkittäviä 
haittatapahtumia potilaalle tai jopa kuoleman (McKeown ym. 2007, Schwam 2011). Yhdysvaltojen 
myrkytystietokeskuksen retrospektiivisessä tutkimuksessa raportoitiin 35 kuukauden aikana kolme 
yliannostustapausta, jotka liittyivät apteekin lääkkeenvalmistuksessa tapahtuneeseen virheeseen 
(Seifert ja Jacobitz 2002). Tavallisimpia laskuvirheitä syntyy muunnettaessa yksiköitä, kuten 
milligrammoja mikrogrammoiksi (Jackson ja Lowey 2010). Laskuvirheitä voi myös tapahtua, kun  
annokset on määrätty vaikuttavan aineen vapaana emäksenä tai suolamuotona (esim. 
kofeiinisitraatti). Lisäksi konsentraattien laimentamisessa ja desimaalipilkun käytössä on 
mahdollista tehdä inhimillisiä virheitä. Toisen henkilön tulisi aina tarkastaa kaikki 
lääkkeenvalmistukseen liittyvät laskutoimitukset. Laskuvirheiden aiheuttamat pitoisuuden 
muutokset voidaan analytiikan keinoin havaita lopputuotteen pitoisuusmittauksella, mutta aina 
ensin on pyrittävä valmistusprosessin virheettömyyteen. 
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3.3 LÄHTÖAINEET 
Lääkkeenvalmistuksessa väärä lähtöaine voi aiheuttaa potilaalle hyvin vakavia ja ennalta 
arvaamattomia haittoja (Kato ym. 2009). Lääkkeenvalmistukseen käytettävien raaka-aineiden on 
täytettävä laatuvaatimukset ennen käyttöön hyväksymistä (Fimea 2011). 
Laadunvalvontatutkimuksia voidaan korvata analyysitodistuksen perusteella lukuun ottamatta 
tunnistamista. Tutkimukset on tehtävä voimassa olevan farmakopean tai muun luotettavan 
menetelmän mukaan jokaisesta vastaanotetusta erästä ja pakkauksesta. Raaka-aineen toimittajan 
luotettavuudesta on myös varmistuttava. Omavalmisteiden raaka-aineina käytetään myös 
kaupallisia lääkevalmisteita (Allen 2005). Kaikki kaupalliset valmisteet eivät kuitenkaan sovellu 
omavalmisteiden raaka-aineiksi esimerkiksi hinnan, apuaineiden, lääkemuodon tai vaikuttavan 
aineen pitoisuuden takia. 
Yhdysvalloissa tutkittiin apteekkien lääkevalmistuksen raaka-aineena käytettävän progesteronin 
laatua eri raaka-ainetoimittajilta, jotka eivät olleet Yhdysvaltain lääkeviranomaisen (U.S. Food and 
Drug Administration) virallisesti hyväksymiä raaka-ainetoimittajia (Chollet ja Jozwiakowski 2012). 
Tutkimuksessa käytettiin USP:n menetelmistä tunnistamista (FTIR-spektroskopia, fourier-muunnos 
infrapunaspektroskopia), sulamispisteen määritystä, tunnettujen epäpuhtauksien määritystä (TLC, 
ohutkerroskromatografia), pitoisuusmääritystä (UV/Vis-spektroskopia) ja jäännösliuottimien 
määritystä. Lisäksi sukulaisaineiden ja progesteronin pitoisuus määritettiin validoidulla HPLC-
menetelmällä (korkean erotuskyvyn nestekromatografia) ja raaka-aine tunnistettiin myös 
aistinvaraisesti. Vain kolme kymmenestä toimittajasta antoivat raaka-aineen analyysitodistuksen. 
Yksi raaka-aine kymmenestä ei läpäissyt tunnistus- ja sulamispistekokeita ja todettiin 
lisätutkimuksissa glukoosiksi. 
3.4 PITOISUUS 
Yhdysvaltain lääkeviranomainen FDA on tutkinut apteekkien omavalmisteiden laatua 
Yhdysvalloissa vuosina 2001 ja 2006. Tutkimuksiin kerätyistä omavalmisteita analysoitiin 
pääasiassa USP:n (United States Pharmacopoeia) menetelmillä mm. vaikuttava aineen pitoisuus, 
jakelutarkkuus ja steriiliys riippuen lääkemuodosta. Omavalmisteissa vaikuttavan aineen pitoisuus 
vaihteli vuoden 2001 tutkimuksessa 59 prosentista 89 prosenttiin ja vuoden 2006 tutkimuksessa 
jopa 68 prosentista 268 prosenttiin valmisteen etiketissä ilmoitetusta pitoisuudesta. Noin kolmasosa 
omavalmisteista ei täyttänyt pitoisuusvaatimuksia. Myös suuri osa kapseleista ei täyttänyt 
laatuvaatimuksia jakelutarkkuuskokeessa. Huolimatta tutkimusten rajoitteista (pienet otoskoot, 
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pienet näytemäärät analyyseissä) tulokset viittaavat apteekkien omavalmisteiden vakaviin 
laatuongelmiin. FDA analysoi joka vuosi myös teollisesti valmistettuja lääkevalmisteita, joista 
laatuvaatimuksia täyttämättömiä valmisteita havaitaan alle 2 %. 
3.5 KLIININEN KÄYTTÖ 
Potilaiden kliinistä vastetta olisi seurattava tavallista tiiviimmin, kun hoitoa toteutetaan ex tempore -
lääkevalmisteilla (Jackson ja Lowey 2010). Farmasian ammattilaisten tehtävänä on varmistaa, että 
lääkärit ovat tietoisia ex tempore -valmisteiden riskeistä. Ex tempore -lääkevalmisteiden käyttö 
tulisi rajata vain niihin erityistapauksiin, jolloin muuta hoitomahdollisuutta ei ole ja ex tempore -
valmisteesta saatava hyöty on arvioitu riittäväksi. 
3.6 MIKROBIOLOGINEN LAATU 
Apteekissa valmistettu kontaminoitunut magnesiumsulfaatti-infuusio aiheutti ainakin 18 potilaalla 
infektion verenkiertoon (Sunenshine ym. 2007). Todennäköisenä kontaminaation lähteenä pidettiin 
valmistaneen farmaseutin käsiä, josta bakteerit olivat siirtyneet infuusiopussin lääkelisäysporttiin. 
Toisessa tapauksessa jopa 12 potilasta saivat vakavia infektioita apteekissa valmistetusta 
epiduraalisesta beetametasoni-injektiosta, jonka autoklavointi oli epäonnistunut (Civen ym. 2006). 
Steriili lääkevalmiste tarkoittaa elävistä organismeista vapaata valmistetta (Fimea 2011). Steriilit 
lääkevalmisteet joko steriloidaan suljetussa lopullisessa pakkauksessa tai valmistetaan aseptisesti 
steriileistä raaka-aineista. Lääkevalmisteiden steriloinnissa käytettävien menetelmien ja 
olosuhteiden on noudatettava voimassa olevaa Euroopan farmakopeaa. Aseptisella valmistustavalla 
estetään lääkevalmisteen mikrobiologinen kontaminoituminen sekä partikkeli- ja 
pyrogeenikontaminoituminen kaikkien valmistusvaiheiden aikana (European commission 2008b, 
Fimea 2011). Aseptiseen valmistukseen vaaditaan laminaari-ilmavirtaustila (A-luokan tila), joka 
täyttää GMP:n mukaiset puhtausvaatimukset partikkeleiden ja mikrobien osalta. Lääkevalmisteiden 
steriiliys voidaan tutkia Euroopan farmakopean steriiliystestillä (Ph. Eur. 7th Ed. 2.6.1.). Myös 
epästeriileissä lääkevalmisteissa tiettyjen mikrobien läsnäolo voi vaikuttaa valmisteen tehoon, 
jolloin lääkeaineen terapeuttinen teho voi laskea tai lääkeaine voi inaktivoitua (Ph. Eur. 7th Ed. 
5.1.4.). Lisäksi epästeriileissä valmisteissa tietyt mikrobit (esim. Escherichia coli) voivat aiheuttaa 
haittoja potilaalle. 
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3.7 YHTEENSOPIVUUS JA SÄILYVYYS 
Ioniatsiditableteista valmistetun ex tempore -isoniatsidiliuoksen pitoisuus laski kolmessa päivässä 
78-prosenttiin, kun isoniatsidijauheesta valmistetun liuoksen pitoisuus pysyi muuttumattomana 
(Haywood ym. 2005). Isoniatsiditableteissa apuaineena käytetyn laktoosin todettiin katalysoivan 
isoniatsidin hajoamista oraaliliuoksessa. Isoniatsidipitoisuudet määritettiin säilyvyystutkimukseen 
suunnatulla ja kehitetyllä HPLC-menetelmällä. Lääkeaineen kemiallinen säilyvyys voi huonontua 
apuaineen tai toisen lääkeaineen yhteisvaikutuksesta (The Pharmaceutical Codex 1994). Lisäksi 
lääkeaineella voi olla yhteisvaikutuksia pakkausmateriaalin kanssa, kuten vaikuttavan aineen 
adsorptio pakkausmateriaaliin (Wong ym. 2006). Muita yhteisvaikutuksia ovat lääkeaineen 
absorptio pakkausmateriaaliin, pakkausmateriaalin liukeneminen valmisteeseen, lääkevalmisteen 
tihkuminen pakkausmateriaalin läpi tai lääkeaineen yhteisvaikutukset pakkausmateriaalin metallien 
kanssa (The Pharmaceutical Codex 1994). 
Parenteraalisissa ravintoliuoksissa (eng. parenteral nutrition, PN) merkittävin saostumisen aiheuttaja 
suurissa konsentraatioissa on kalsiumfosfaatti (Allwood ja Kearney 1998). Kalsiumfosfaatin 
liukoisuuteen vaikuttavat kaupallinen aminohappolähde, käytetyt kalsium- ja fosfaattisuolat, 
lämpötila, magnesiumkonsentraatio ja lopullinen tilavuus. Useat lääkeaineet ja apuaineet ovat joko 
heikkoja happoja tai emäksiä tai niiden suoloja (The Pharmaceutical Codex 1994). Jos lääkeaineella 
on happo- tai emäsluonnetta, ionittuneessa muodossa ne liukenevat yleensä hyvin veteen, kun 
ionisoitumattomassa muodossa olevat ovat niukkaliukoisia. Veteen huonosti liukenevat lääkeaineet 
(esim. diatsepaami ja digoksiini) voidaan saada liukoiseen muotoon liuottamalla ne veteen 
sekoittuviin apuliuottimiin, kuten etanoliin, glyseroliin tai propyleeniglykoliin. Oraaliliuoksissa 
apuliuottimet voivat kuitenkin huonontaa muiden apuaineiden liukoisuutta, kuten sokerien 
liukoisuutta. Myös suolan lisääminen liuokseen tai ionien interaktiot voivat huonontaa lääkeaineen 
tai apuaineiden liukoisuutta. Erityisesti parenteraalisissa liuoksissa saostuminen on todennäköistä, 
kun vastakkaisesti varautuneiden lääkeaineiden suoloja sekoitetaan suhteellisen suuriksi 
pitoisuuksiksi ja laimennosten pH-arvot muodostavat lääkeaineista ionisoitumattomia muotoja 
(Newton 2009). 
Fysikokemiallisia interaktioita voi tapahtua lääkkeiden valmistuksessa, säilytyksessä tai 
annostelussa (The Pharmaceutical Codex 1994). Yhteensopimattomuuksia voi ilmetä vaikuttavassa 
aineessa, apuaineessa tai pakkausmateriaalissa ja ne voivat aiheuttaa muutoksia valmisteen 
hyötyosuuteen, tehoon, toksisuuteen tai säilyvyyteen. Osa interaktioista voidaan havaita 
aistinvaraisilla menetelmillä, kuten sameus, värin muutos, faasien erottuminen, saostuminen, 
 22 
 
kiteytyminen ja hajun muutos. On kuitenkin paljon interaktioita, jotka voidaan havaita vain 
fysikaalisilla tai kemiallisilla analyysimenetelmillä, kuten vaikuttavan aineen absorptio 
pakkausmateriaaliin. 
Fimea vaatii omavalmisteista selvityksen mahdollisista säilyvyystutkimuksista tai muun perustelun, 
miten valmisteen kelpoisuusaika on määritelty (Fimea 2011). Lääkevalmisteen säilyvyys tarkoittaa 
valmisteen kemiallista ja fysikaalista pysyvyyttä sekä tarvittaessa ominaisuutta vastustaa mikrobien 
kasvua (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. s. 922). Lääkkeiden terapeuttinen käyttö perustuu 
tehoon ja turvallisuuteen, jotka niiden on säilytettävä koko käyttöajan vanhenemispäivään saakka 
(Yoshioka ja Stella 2002). Lääkevalmisteen säilyvyysaika on aika lääkkeen valmistumisesta sen 
määrättyyn vanhenemispäivään eli aika, jolloin lääkevalmiste säilyy sille ennalta asetetuissa 
rajoissa (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <1150> ja <1191>). Jos ei ole toisin määrätty, 
omavalmisteiden vaikuttavan aineen pitoisuus on oltava välillä 90,0‒110,0 % teoreettisesti 
lasketusta ja etiketissä ilmoitetusta pitoisuudesta (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <795>). 
Lisäksi Euroopan farmakopean säilyvyysvaatimuksissa määritellään tehtäväksi vaikuttavan aineen, 
apuaineiden ja välittömän säilytysastian mahdollisten hajoamistuotteiden todennäköisyyden ja 
kriittisyyden arviointi ja seuranta (Draft monograph European Pharmacopoeia 2011). 
Lääkevalmisteiden säilyvyys voidaan karkeasti jakaa kemialliseen ja fysikaaliseen säilyvyyteen 
(Yoshioka ja Stella 2002). Lääkeaineen kemiallisessa hajoamisessa vaikuttavan aineen pitoisuus 
yleensä muuttuu ja valmisteeseen voi muodostua hajoamistuotteita. Lääkkeen 
vanhenemisnopeuteen vaikuttavat säilytysolosuhteet, kuten lämpötila, valo, kosteus, happi ja 
hiilidioksidi (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <1150> ja <1191>). Hajoamisreaktioista 
tavallisin on hydrolyysi, jossa aine hajoaa veden vaikutuksesta (Yoshioka ja Stella 2002). Toinen 
tavallinen hajoamismekanismi on hapettuminen, joka tapahtuu yleensä ilmassa olevan hapen 
vaikutuksesta. Lisäksi lääkeaineen kemiallista hajoamista voi aiheuttaa dehydraatio, isomerisaatio, 
dekarboksylaatio, polymeroituminen ja valon katalysoima hajoaminen. Fysikaalisella säilyvyydellä 
tarkoitetaan yleensä lääkevalmisteen farmaseuttis-teknisiin ominaisuuksiin liittyviä muutoksia, 
kuten kiderakenteen muutos, joka voi vaikuttaa lääkeaineen liukoisuuteen. Säilyvyys riippuu 
lääkemuodon ominaisuuksista, kuten partikkelikoko (emulsiot ja suspensiot), pH, liuottimen 
koostumus, liuoksen ionivahvuus, anionien ja kationien yhteensopivuus, primääripakkaus ja lääke- 
ja apuainemolekyylien sitoutuminen ja diffuusio (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <1150> 
ja <1191>). 
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4 RISKIEN ARVIOINTI 
Koska apteekissa valmistettaviin lääkevalmisteisiin liittyy paljon erilaisia riskejä potilaalle, aina 
ennen omavalmisteeseen päätymistä on harkittava muita vaihtoehtoja (Jackson ja Lowey 2010). 
Erityisesti ex tempore -lääkevalmisteita on pidettävä viimeisenä hoitovaihtoehtona, kun kaupallisia 
tai varastoon valmistettavia valmisteita ei voida käyttää (Kontra ym. 2005). Esimerkiksi samaan 
lääkeaineryhmään kuuluva eri vaikuttavan aineen sisältävä kaupallinen valmiste voi olla parempi 
vaihtoehto kuin omavalmiste (Jackson ja Lowey 2010). Haluttu valmiste voi myös olla markkinoilla 
jossain toisessa Euroopan maassa, jolloin kaupallisen valmisteen hankkiminen on mahdollista. 
Lisäksi voidaan hyödyntää kaupallisia valmisteita, jotka on tarkoitettu eri antoreitin kautta 
annosteltaviksi, kuten esimerkiksi kaupallinen injektiovalmiste voi soveltua oraaliseen annosteluun. 
Kyseiset vaihtoehdot sisältävät kukin omat riskinsä, joten valinta on tehtävä kokonaisvaltaisella 
riskinarvioinnilla. 
Lääkevalmisteen laatu perustuu toimivaan riskienhallintaan, jossa systemaattisesti arvioidaan 
lääkevalmisteen laatuun vaikuttavat riskitekijät ja pyritään hallitsemaan niitä (European 
commission 2008a). Omavalmisteen riskinarviointiin vaikuttaa virheen tapahtumisen 
todennäköisyys, virheen havaitsemisen todennäköisyys sekä mahdollisen virheen aiheuttamat 
seuraukset (PIC/S 2008). Omavalmisteiden laadunvalvontamenetelmien valinnassa on otettava 
huomioon valmisteen säilyvyys ja fysikaaliset ominaisuudet ja menetelmät on määriteltävä 
riskinarvioinnin perusteella (PIC/S 2008). Riskinarviointia on ohjeistettu Euroopan neuvoston 
päätöslauselmassa apteekkien lääkkeenvalmistuksen laatu- ja turvallisuusvaatimuksista (Committee 
of Ministers of the Council of Europe 2011), PIC/S GPP -oppaassa (Pharmaceutical Inspection 
Convention and Pharmaceutical Co-operation Scheme: Good Preparation Practices 2008) ja 
systemaattisemmin ICH:n ohjeistossa Q9 (2005). 
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Taulukossa 2 on esitetty sairaala-apteekin omavalmisteisiin liittyviä riskejä, jotka vaikuttavat 
valmisteen laatuun ja turvallisuuteen. Valmisteet voidaan jakaa korkeaan, kohtalaiseen tai matalaan 
riskitasoon, jonka määrittäminen vaikuttaa valmisteelle tehtävän laadunvarmistuksen laajuuteen 
(Committee of Ministers of the Council of Europe 2011). Euroopan neuvoston päätöslauselmassa 
apteekkien lääkkeenvalmistuksen laatu- ja turvallisuusvaatimuksista suositellaan, että korkean 
riskin valmisteiden laatujärjestelmän luomisessa sovelletaan GMP-opasta ja PIC/S GPP -opasta 
matalan riskin valmisteille. Korkean riskin lääkevalmisteet ovat lääkkeitä, jotka aiheuttavat 
merkittävää haittaa potilaalle, jos niitä käytetään väärin tai niiden valmistamisessa on tapahtunut 
virhe. Kun valmisteen riskitaso määritetään yksilöllisesti, voidaan valmisteelle perustellusti valita 
tarkoitukseen sopivat laadunvalvontamenetelmät. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
2
5 
Taulukko 2. Riskitason arviointimalli (Koottu lähteistä Jackson ja Lowey 2010, Committee of Ministers of the Council of Europe 2011, 
USP 29 / NF 24 <797>). 
Laaturiskit Matala Kohtalainen Korkea 
Vaikuttavan aineen 
ominaisuudet 
 Matala toksisuus 
 Laaja terapeuttinen leveys 
 Heikko farmakologinen vaikutus 
 Teho ja turvallisuus on tutkittu 
 Laaja terapeuttinen leveys 
 Voimakas farmakologinen vaikutus 
 Tehosta ja turvallisuudesta on kokemuksia 
 Kapea terapeuttinen leveys 
 Hyvin voimakas farmakologinen vaikutus 
 Tehosta ja turvallisuudesta ei ole 
kokemuksia 
Potilasryhmät  Terveet aikuiset (esim. allergiatesteissä)  Monisairaat  Lapset 
 Vanhukset 
 Kriittisesti sairaat 
Valmistetyypit  Valmisteet tekniseen käyttöön 
 Epästeriilit iholle annosteltavat valmisteet 
 Oraaliset valmisteet 
 Silmävalmisteet vahingoittumattomaan 
silmään 
 Parenteraaliset valmisteet 
o Intratekaaliset ja epiduraaliset valmisteet 
o Kardioplegiset liuokset 
o Parenteraaliset ravintoliuokset 
 Silmävalmisteet leikkauksissa ja 
vammautuneeseen silmään 
Formulointi   Validoitu formulaatio 
 Farmakopealaatuiset lähtöaineet 
 Yleisesti käytetty formulaatio  Validoimaton formulaatio 
 Muut kuin farmakopealaatuiset lähtöaineet 
Valmistusmenetelmät  Ei-steriilin valmisteen laimentaminen ja 
sekoittaminen 
 Korkeintaan kolmen steriilin 
tehdasvalmisteen sisältämä aseptinen 
valmistus 
 Steriilin tehdasvalmisteen jakaminen 
aseptisesti pienempiin pakkauksiin 
 Yli kolmen steriilin lähtöaineen sisältävä 
aseptinen valmistus 
 Useista ampulleista tai pulloista sisällön 
siirtäminen aseptisesti yhteen tai useampaan 
steriiliin pakkaukseen 
 Epästeriilien lähtöaineiden käyttäminen 
loppusteriloitavaan valmisteeseen 
 Steriilien lähtöaineiden mittaaminen tai 
sekoittaminen epästeriileillä laitteilla ennen 
loppusterilointia 
Säilyvyys  Säilyvyys on tutkittu 
 Stabiili valmiste 
 Lyhytaikainen käyttö 
 Säilyvyys on arvioitu 
o tieteelliset julkaisut 
o Farmakopea 
 Pitkäaikainen käyttö 
 Säilyvyyttä ei ole tutkittu tai arvioitu 
 Epästabiili valmiste 
 Pitkäaikainen käyttö 
 Toksiset hajoamistuotteet 
 26 
 
Institute for Safe Medication Practices (ISMP) on julkaissut listan korkean riskin lääkkeistä, jotka 
voivat väärin käytettynä aiheuttaa merkittävää haittaa potilaalle (taulukko 3). Listaus perustuu 
ISMP:n kansallisen lääkitysvirheiden raportointiohjelman virheraportteihin ja kirjallisuuden 
haitallisiin virheraportteihin sekä turvallisuusasiantuntijoiden riskinarviointiin. Taulukon 
lääkeaineet ovat esimerkkejä ryhmään kuuluvista vaikuttavista aineista. 
Taulukko 3. Korkean riskin lääkeryhmät (muokattu lähteestä ISMP's List of High-Alert 
Medications 2012). 
Lääkeryhmät 
Adrenergiset agonistit: iv 
 adrenaliini 
 fenyyliefriini 
 noradrenaliini 
 
Lihasrelaksantit 
 rokuroni 
 vekuroni 
Adrenergiset antagonistit: iv 
 propranololi 
 metoprololi 
 labetaloli 
 
Inotrooppiset lääkkeet: iv 
 digoksiini 
 milrinoni 
Anestesia-aineet: inhalaatio ja iv 
 propofoli 
 ketamiini 
Sedatiivit: iv ja po 
 deksmedetomidiini 
 midatsolaami 
 kloraalihydraatti 
 
Rytmihäiriölääkkeet: iv 
 lidokaiini 
 amiodaroni 
Opiaatit: iv, po ja transdermaalinen 
 morfiini 
 fentanyyli 
 buprenorfiini 
 
Antitromboottiset lääkkeet 
 varfariini 
 hepariini 
 alteplaasi 
Kemoterapeuttiset aineet: parenteraalinen ja po 
 syklofosfamidi 
 merkaptopuriini 
 metotreksaatti 
 
Parenteraaliset ravintoliuokset 
 
Insuliini: sc ja iv 
Kardioplegiset liuokset 
 
Hypoglykemialääkkeet: po 
Epiduraaliset ja intratekaaliset lääkkeet 
 
Dialyysiliuokset: peritoneaali- ja hemodialyysi 
Glukoosiliuos: hypertoninen  20 % 
 
Natriumkloridilios: hypertoninen  0,9 % 
iv = laskimon sisäinen, po = oraalinen, sc = ihon alainen 
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5 OMAVALMISTEIDEN ANALYTIIKKA 
Omavalmisteiden analytiikkaan käytettävät analyysimenetelmät voidaan jakaa apteekin sisäisiin ja 
apteekissa usein ulkoistettaviin analyyttisiin laadunvalvontamenetelmiin. Koska sairaala-apteekkien 
analyyttiset laitevalmiudet ovat käytännössä vaatimattomat, sisäisiin menetelmiin kuuluvat 
pääsääntöisesti yksinkertaiset ja kustannuksiltaan huokeat analyysimenetelmät. Ulkoistettuihin 
menetelmiin kuuluvat laitteistot ovat yleensä kalliita ja vaativia käyttää. 
5.1 AISTINVARAINEN ANALYYSI 
Lääkkeenvalmistuksessa tulisi aina mahdollisuuksien mukaan tarkastella lopputuotetta visuaalisesti 
ennen sen vapauttamista käyttöön (PIC/S 2008). Aistinvaraisella analyysillä tarkoitetaan 
valmisteesta aistein havaittavien ominaisuuksien tarkastelua ja arviointia. Lääkevalmisteiden 
aistinvaraisessa analyysissä voidaan tarkkailla valmisteen ominaisuuksista mm. kiteitä, sameutta, 
väriä ja tuoksua. Aistinvarainen analyysi on kaikista yksinkertaisin laadunvalvontamenetelmä, jota 
voidaan soveltaa jokaiseen lääkevalmisteeseen. 
Erityisesti omavalmisteissa aistinvaraisia ominaisuuksia ja muutoksia tulisi tarkkailla koko 
valmisteen käyttöiän ajan. Lääkevalmisteessa voi tapahtua aistein havaittavia fysikaalisia 
muutoksia, jotka liittyvät valmisteen säilyvyyteen (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. 
<1150> ja <1191>). Kiinteissä valmisteissa muutoksina voidaan havaita paakkuuntumista, 
vettymistä, kristallisoitumista tai värin muutoksia. Myös merkittävä mikrobikasvu voidaan havaita 
valmisteesta aistinvaraisesti, kuten liuoksista värin muutoksina, sameutena tai kaasun 
muodostuksena. Usein lääkevalmisteissa tapahtuvia muutoksia ei kuitenkaan havaita ulkoisesti, 
jolloin niiden määrittämiseksi tarvitaan tarkempia analyysimenetelmiä. 
5.2 SAMEUS 
Sameus on liuoksen heikentynyttä valonläpäisevyyttä, joka aiheutuu siihen liuenneista hiukkasista. 
Sameutta voidaan määrittää mittaamalla liuoksista tai suspensioista absorboitunutta tai sironnutta 
valoa (Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.1.). Valonsironnan mittaamista kutsutaan nefelometriaksi, johon 
vaikuttavat suspendoituneiden partikkelien määrä ja koko. Nefelometriset mittaukset ovat 
luotettavimpia matalilla sameusasteilla (eng. nephelometric turbidity unit, NTU), joissa 
sameusasteen ja detektorin signaalin välillä on lineaarinen suhde. Toinen menetelmä on valon 
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absorption mittaus, jossa mitataan liuoksen tai suspension läpäissyttä valoa. Jos partikkelien koko 
on yhdenmukainen ja ne ovat jakautuneet suspensioon homogeenisesti, absorptiomittauksessa 
voidaan saada lineaarinen suhde sameuden ja konsentraation välille. Värittömien liuosten sameutta 
voidaan visuaalisen tarkastelun sijasta tutkia myös sameusmittarilla. 
Yksinkertaiset sameusmittarit ovat erittäin helppokäyttöisiä, halpoja ja nopeita mittaamaan sameutta 
NTU-yksiköissä (Sigma-Aldrich 2013). Laite kalibroidaan mukana tulevilla standardiliuoksilla. 
Kirjallisuudesta ei ole raportoitu sameusmittareiden sovellutuksia sairaala-apteekeissa, vaan 
liuosten kirkkaus määritetään usein aistinvaraisesti. 
5.3 GRAVIMETRIA 
Gravimetria eli massa-analyysi perustuu punnitsemiseen (Skwierczynki 2005). Vettä sisältävistä 
valmisteista on säilyvyystutkimuksen aikana seurattava veden haihtumista, jos valmiste on pakattu 
puoliläpäisevään pakkaukseen (esim. infuusiopussi) (ICH Q1A(R2) 2003). Yli 5-prosentin muutos 
alkuperäisestä arvosta on merkittävä. Sairaala-apteekissa valmistetuista kipulääkeinfuusiopusseista 
veden haihtumista primaaripakkauksesta on seurattu säilyvyystutkimusten aikana erilaisissa 
säilytysolosuhteissa (Helin-Tanninen ym. 2013). Lisäksi haihtumista seurattiin infuusiopusseista, 
jotka oli pakattu sekundaaripakkauksena käytettyihin LDPE-muovipusseihin (low-density 
polyethylene). Sekundaaripakkaukseen pakattujen infuusiopussien massa laski tutkimuksen aikana 
0,3−2,4 %. Ilman sekundaaripakkausta massa laski 5 % ensimmäisen 15 vuorokauden aikana ja 
20 % 60 vuorokauden aikana 22 °C lämpötilassa. Säilytettäessä 6 °C lämpötilassa massa laski vain 
noin 2 %. Sairaala-apteekissa punnitusta on hyödynnetty myös solunsalpaaja-annosten 
laadunvarmistuksessa, jolloin infuusiopussi on punnittu ennen solunsalpaajan lisäystä ja sen jälkeen 
(Lecordier ym. 2011). 
5.4 TUNNISTUSREAKTIOT 
Farmaseuttisille valmisteille on kehitetty kemiallisia tunnistuskokeita, kuten saostus- ja 
värireaktioita (WHO 1991, DF 2004). Suomen apteekkariliitto on julkaissut Raaka-aineiden ja 
rohdosten tunnistamisohjeet (2001), jossa on esitetty mm. raaka-aineille tehtäviä tunnistusreaktioita, 
liukoisuus- ja sekoittuvuustestejä, tiheyden ja/tai sulamispisteen määritys. Lisäksi Euroopan 
farmakopeassa on esitetty tunnistusreaktioita ioneille ja funktionaalisille ryhmille (Ph. Eur. 7th Ed. 
2.3.1.). Tunnistusreaktioita käytetään farmaseuttisten raaka-aineiden tunnistuksessa ja niitä voidaan 
soveltaa myös lääkevalmisteisiin. Reaktiolla voidaan osoittaa näytteestä jokin tietty komponentti, 
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kuten kloridi, jodidi, magnesium tai fosfaatti. Reaktion tapahtuminen havaitaan yleensä värin 
muutoksena tai sakan muodostumisena. Esimerkiksi DF:ssa klooriheksidiinifluoridigeelin 
klooriheksidiini osoitetaan tunnistusreaktiossa, jossa havaitaan värin muutos tummanpunaiseksi, ja 
toisessa reaktiossa muodostuu liukeneva saostuma, joka osoittaa valmisteesta fluoridin (DF 2004). 
Tunnistusreaktiot ovat yksinkertaisia ja vaativat vain sopivan reagenssivalikoiman. Reaktiot 
osoittavat lääkevalmisteista vain yksittäisiä ioneja tai funktionaalisia ryhmiä, mutta ne eivät kerro 
valmisteen koostumusta tai pitoisuutta. 
5.5 TIHEYS 
Tiheys (ρ) määritellään aineen massan ja tilavuuden suhteeksi ja sen yksikkö on kg/m3 tai g/cm3 
(Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.5., USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <841>). Euroopan farmakopeassa 
tiheys mitataan 20 °C lämpötilassa (ρ20) ja USP Pharmacists' Pharmacopeiassa tiheys määritellään 
mittaamaan 25 °C lämpötilassa. Suhteellinen tiheys    
   on aineen massan suhde tilavuuteen 
lämpötilassa t1 suhteessa veden massaan samassa tilavuudessa lämpötilassa t2 (Ph. Eur. 7th Ed. 
2.2.5.). Tiheyttä voidaan mitata tiheyspullolla (kiinteät ja nesteet), aerometrillä (nesteet), Mohr-
Westphalin vaa'alla (kiinteät ja nesteet) tai digitaalisella tiheysmittarilla (nesteet ja kaasut) (kuva 1). 
Tiheyspullo eli pyknometri täytetään tutkittavalla liuoksella ja pullo punnitaan, jolloin saadaan 
laskettua nesteen tiheys, kun tiedetään pullon tilavuus (Allen 2003a). Tiheyspulloon tarvitaan 
tutkittavaa nestettä halutusta tarkkuudesta riippuen 5‒15 ml. Aerometrillä mitataan tiheyttä 
upottamalla se tutkittavaan nesteeseen, jolloin se syrjäyttää tietyn määrän nestettä ja tulos luetaan 
aerometrin mitta-asteikosta nesteen pinnan kohdalta. Aerometri ei ole yhtä tarkka mittaamaan 
tiheyttä kuin tiheyspullo tai Mohr-Westphalin vaaka.  Mohr-Westphalin vaa'alla tiheys mitataan 
upottamalla tunnetun tilavuuden omaava punnus tutkittavaan nesteeseen ja määrittämällä 
punnuksen syrjäyttämän nestetilavuuden massa. Mohr-Westphalin vaa'an heikkoutena on, että se 
vaatii tutkittavaa nestettä niin paljon, että punnus saadaan upotettua nesteeseen (n. 100 ml). Aineen 
tiheyteen vaikuttaa myös lämpötila, joten mittaukset on tehtävä aina vakiolämpötilassa. 
Digitaalisissa tiheysmittareissa lämpötila voidaan helposti säätää haluttuun lukemaan ja tutkittavaa 
nestettä tarvitaan yleensä vain muutamia millilitroja (Klug-Santner ja Hold 2012). Lisäksi tiheys 
riippuu ilmanpaineesta, joka on otettava huomioon tiheysmittauksissa (Allen 2003a). 
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A
B
C
 
Kuva 1. Tiheyden mittauslaitteet: tiheyspullo (A), aerometri (B) ja Mohr-Westphalin vaaka (C) 
(muokattu lähteestä Allen 2003a). 
Tiheyden määrittämistä voidaan käyttää farmaseuttisessa laadunvalvonnassa aineiden 
tunnistamisessa, puhtauden varmistamisessa, yksinkertaisten liuosvalmisteiden konsentraatioalueen 
määrittämisessä (esim. sokeriliuos) ja valmisteen eräkohtaisen yhdenmukaisuuden varmistamisessa 
(Allen 2003a). Jos lääkevalmisteen tiheys ei ole spesifikaatiorajoissa, valmisteen konsentraatio voi 
olla väärä tai valmisteessa voi olla epäpuhtauksia. Tiheyden mittaaminen on helppoa ja nopeaa, 
mutta menetelmänä sen käyttörajoituksena on epäspesifisyys ja semikvantitatiivisyys. 
5.6 TAITEKERROIN 
Euroopan farmakopean (7th Ed. 2.2.6.) ja USP Pharmacists’ Pharmacopeian (2nd Ed. <831>) 
mukaan väliaineen taitekerroin (r) on valonnopeus ilmassa suhteessa valonnopeuteen väliaineessa. 
Tarkemmassa määritelmässä taitekerroin on valonnopeus tyhjiössä suhteessa valonnopeuteen 
väliaineessa, mutta yleisen käytännön mukaan käytetään valonnopeutta ilmassa (Kar 2005, ss. 
265−273). 
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Valo kulkee hitaammin optisesti tiheämmässä aineessa, mikä havaitaan valon taittumisena (Kar 
2005, ss. 265−273). Snellin lain mukaan valon taittuminen riippuu aineiden taitekertomista (I). 
  
  
 
     
     
      (I) 
jossa 
r1 = ilman taitekerroin 
r2 = väliaineen taitekerroin 
α1 = valon tulokulma 
α2 = valon taittumiskulma (kuva 2). 
 
Kuva 2. Valon taittuminen kahden aineen ’a’ ja ’b’ välillä (muokattu lähteestä Kar 2005, s. 265). 
Väliaineen taitekerroin ei ole vakioarvo, koska siihen vaikuttaa aallonpituus ja lämpötila (Kar 2005, 
ss. 265−273). Farmakopeoissa taitekertoimen mittauslämpötilaksi on pääsääntöisesti määritelty 20 
°C ja vertailuaallonpituudeksi natriumin D-viiva (λ = 589,3 nm). 
Taitekertoimen mittaamisella voidaan määrittää joidenkin farmaseuttisen raaka-aineiden puhtautta, 
kun niiden taitekerroin on tarkoin määritelty (esim. eteeriset öljyt) (Kar 2005, ss. 270−271). Lisäksi 
menetelmää voidaan käyttää aineiden tunnistamiseen ja yksinkertaisten liuosten konsentraation 
määritykseen (esim. sokeriliuos) (Allen 2003b). Taitekerrointa voidaan mitata erilaisilla 
laitteistoilla, joista apteekkikäytössä tavallisin on Abbe-refraktometri (kuva 3). Tutkittavaa ainetta 
laitetaan muutama pisara kahden prisman väliin, käyttäjä säätää laitteen valon kohdalleen ja lukee 
taitekertoimen lukeman laitteen asteikolta. Refraktometri on helppokäyttöinen, vaatii vain vähän 
näytettä ja on kustannuksiltaan huokea. 
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Kuva 3. Abbe 5 -sarjan refraktometri (Haettu Internetistä 16.2.2013: 
https://fi.vwr.com/fi_FI/content/images/qc_abbe.jpg) 
Taitekertoimen määrittämistä on käytetty sairaala-apteekissa valmistettujen kardioplegisten liuosten 
ja lasten parenteraalisten ravintoliuosten laadun varmistamiseen (Meyer ym. 1987, Thompson ja 
Sanborn 1996). Liuoksen taitekerroin pystytään teoreettisesti määrittämään laskemalla, mikäli 
tiedetään liuoksen jokaisen komponentin taitekertoimen suhde konsentraatioon. Komponenttien 
taitekertoimet määritettiin eri konsentraatioissa, jotta voitiin lineaarisen regression avulla laskea 
jokaisen komponentin kohdalla erikseen taitekertoimen suhde konsentraatioon (suoran yhtälö). 
Yhdistämällä komponenttien teoreettiset taitekertoimet saatiin liuoksen ennustettu taitekerroin. 
Sekä Meyer ja kumppanit (1987) että Thompson ja Sanborn (1996) havaitsivat, että taitekerroin 
muuttuu suhteessa liuoksen konsentraation muutokseen. Taitekertoimen määrityksellä voidaan 
havaita mahdollisia poikkeavuuksia liuosten koostumuksessa, kun mitattu taitekerroin poikkeaa 
liuokselle ennalta asetetuista rajoista. Menetelmä on kuitenkin epäspesifinen ja konsentraation 
määrityksessä semikvantitatiivinen. 
5.7 PH 
Käsitteen pH esitti tanskalainen kemisti S.P.L. Sørensen vuonna 1909 ja määritteli sen 
vetyionikonsentraation negatiiviseksi logaritmiksi (II) (Kaur 2010, ss. 942−960 ja Covington 2013). 
                 (II) 
Myöhemmin hyväksyttiin toinen pH:ta kuvaava määritelmä, jonka mukaan pH on vetyionien 
aktiivisuuden negatiivinen logaritmi (III). 
                (III) 
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Yksittäisen ionin (H
+
) aktiivisuutta ei kuitenkaan pystytä suoraan määrittämään, joten 
vetyionikonsentraatio on käytännöllisempi yksikkö määrittämään vesiliuoksen happamuutta.  
Euroopan farmakopean määritelmässä pH on arvo, joka kertoo vesiliuoksen vetyionikonsentraation 
(IV) (Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.3). 
       
    
 
     (IV) 
jossa 
pHs = vertailuliuos, jonka pH tunnetaan 
E = tutkittavan liuoksen potentiaali (voltteina, V) 
Es = vertailuliuoksen potentiaali (V) 
k = Nernstin kaavalla laskettu potentiaalin muutos per pH-yksikön muutos (V) (Ph. Eur. 7th Ed. 
taulukko 2.2.3.-1.). 
Potentiometrisessä pH-mittauksessa mitataan potentiaalieroa kahden tutkittavassa liuoksessa olevan 
elektrodin välillä, jolloin toinen on indikaattorielektrodina herkkä vetyioneille ja toinen toimii 
vertailuelektrodina (potentiaali pysyy vakiona). 
Heikon hapon tai emäksen ionisoitumisen aste tietyssä pH:ssa riippuu yhdisteen happovakiosta 
(Ka), joka tavallisesti esitetään kymmenkantaisena logaritmina (pKa) (The Pharmaceutical Codex 
1994). Kun pH on yhtä suuri kuin pKa, niin lääkeaineesta puolet on ionisoituneessa ja puolet 
ionisoitumattomassa muodossa. Hydroksyyli- ja vetyionit toimivat katalyytteinä kemiallisessa 
hajoamisreaktioissa ja joissakin tapauksissa lääkeaineen ionisoitumattoman ja ionisoituneen 
muodon hajoamisnopeudet voivat olla erilaisia (Yoshioka ja Stella 2002). Liuoksen pH-arvolla ei 
ole vaikutusta lääkeaineen liukoisuuteen, jos lääkeaineella ei ole happo- tai emäsluonnetta, mutta 
pH voi silti vaikuttaa lääkeaineen säilyvyyteen. 
Lääkevalmisteissa pH:n säätäminen puskuriliuoksella on erityisen tärkeää esimerkiksi silmätippojen 
formuloinnissa. Garcia-Valldecabres ja kumppanit tutkivat 17 eri kaupallisen silmätippavalmisteen 
pH arvon muutosta valmisteen avaamisesta 30 vuorokautta (Garcia-Valldecabres ym. 2004). 
Silmätippojen pH-arvon täytyi olla välillä 6,6−7,8 eli lähellä fysiologista pH:ta, jotta silmä-ärsytys 
olisi mahdollisimman vähäistä. Lisäksi silmätippojen pH vaikuttaa vaikuttavan aineen 
kulkeutumiseen sarveiskalvon läpi ja tuotteen säilyvyyteen. Kahdeksasta silmätippavalmisteesta 
mitattiin säilytyksen jälkeen lievästi hapan pH, joka voi silmään annosteltuna aiheuttaa kipua ja 
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kyynelehtimistä. Seitsemästätoista valmisteesta seitsemässä pH-arvon muutos 30 vuorokauden 
aikana oli tilastollisesti merkittävä, mutta oli silmä-ärsytyksen kannalta hyväksyttävissä rajoissa. 
Lääkevalmisteen säilytyksen aikainen pH-arvon muutos voi johtua hajoamisreaktioista ja aiheuttaa 
aineen saostumista (The Pharmaceutical Codex 1994). Esimerkiksi adrenaliinin hajoaminen 
muuttaa merkittävästi liuoksen pH-arvoa (Helin-Tanninen ym. 2013). Yleensä nestemäisten 
lääkevalmisteiden pH tulisi formulointivaiheessa optimoida, jotta vältyttäisiin valmisteen 
yhteensopivuus- ja säilyvyysongelmilta. Jos nestemäisen lääkevalmisteen säilyvyys on pH-arvosta 
riippuvainen, pH on mitattava jokaisesta erästä, jotta havaitaan mahdollinen eräkohtainen vaihtelu. 
pH-mittauksella saadaan oikeellisia tuloksia, kun laite kalibroidaan asianmukaisesti ennen 
mittauksia (Allen ja Prince 2003). Lisäksi pH-määrityksen etuja ovat mittauksen helppous, nopeus, 
toistettavuus ja erittäin halpa laitteisto. 
5.8 TITRIMETRISET MENETELMÄT 
Titrimetrisessä analyysissä määritetään se tunnetun vahvuisen liuoksen ainemäärä, joka tarvitaan 
tutkittavan yhdisteen kemiallisen reaktion loppuun saattamiseen (Skwierczynki 2005). Kyseistä 
liuosta kutsutaan titrantiksi tai volumetriseksi liuokseksi. Titrimetrinen analyysi on kvantitatiivinen 
analyysimenetelmä, jolla voidaan määrittää reaktion ekvivalenttipiste (Verma 2008). 
Ekvivalenttipisteessä titranttia ja tutkittavaa yhdistettä on reaktioseoksessa ekvivalentti ainemäärä. 
Reaktion ekvivalenttipisteen osoittaa joko sisäinen tai ulkoinen indikaattori. Sisäinen indikaattori on 
reaktioliuokseen lisättävä yhdiste, joka äkillisesti muuttaa fysikaalista muotoaan (esimerkiksi väriä) 
ekvivalenttipisteessä tai sen lähellä. Ulkoinen indikaattori on elektrokemiallinen laite, kuten pH-
mittari. Titrimetriset menetelmät perustuvat happo-emäsreaktioihin, saostusreaktioihin, 
kompleksometrisiin reaktioihin ja hapetus-pelkistysreaktioihin. 
Euroopan farmakopeassa käytettyjä titrimetrisiä menetelmiä ovat amperometrinen titraus ja 
potentiometrinen titraus (Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.19. ja 2.2.20.). Amperometria perustuu sähkövirran 
mittaamiseen liuoksesta, jossa kahden elektrodin välillä vallitsee vakiona pysyvä potentiaali (Kaur 
2010, ss. 881−892).  Titrausreaktion ekvivalenttipiste saadaan mittaamalla virran vahvuus lisätyn 
titrantin funktiona. Potentiometrisessa titrauksessa ioniselektiivinen elektrodi ja vertailuelektrodi 
muodostavat sähköparin, jossa niiden välinen jännite kertoo tutkittavan yhdisteen ionipitoisuuden 
(Kaur 2010, ss. 925−941). Reaktion ekvivalenttipiste on kohta, jossa jännite muuttuu äkillisesti. 
Kun tiedetään reaktion ekvivalenttipiste, voidaan laskea tutkittavan yhdisteen pitoisuus liuoksessa. 
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Titrimetristen menetelmien etuja ovat yksinkertaisuus, luotettavuus, nopeus ja kustannustehokkuus. 
Titraus voidaan suorittaa joko manuaalisesti byretillä tai automaattititraattorilla. Farmasiassa 
titrausta on käytetty esimerkiksi simetidiinin ja famotidiinin kvantitatiivisessa mittauksessa, joissa 
bromaavana/hapettavana reagenssina käytetään N-bromisukkinimidiä (Kumar ja Jayashree 1993, 
Zenita ja Basavaiah 2011). Titranttina käytettiin N-bromisukkimidiliuosta ja indikaattorina 
revonhäntäliuosta tai metyylioranssia, jolloin ekvivalenttipiste havaittiin vaaleanpunaisen värin 
häviämisenä. Näytteinä oli käytetty simetidiini- ja famotidiinitabletteja sekä vertailuna oli tehty 
näytteitä puhtaasta vaikuttavasta aineesta. Lisäksi N-bromisukkinimidiä on käytetty piroksikaamin 
ja tenoksikaamin titrimetrisen menetelmän titranttina, mutta reaktion ekvivalenttipiste määritettiin 
potentiometrisesti (El-Ries ym. 2003). 
Useat Euroopan farmakopean pitoisuusmääritykset perustuvat titrimetrisiin menetelmiin 
(Görög 2007). Myös Dispensatorium Fennicumissa useiden valmisteiden kvantitatiivinen määritys 
tehdään titraamalla (DF 2004). Tavallisin menetelmä on happo-emästitraus, joka soveltuu 
esimerkiksi etikkahappo- ja rikkihappoliuoksen, natriumkloridikapseleiden, ammoniakkiliuoksen ja 
salisyylivaseliinin pitoisuusmäärityksiin. Jodometristä titrausta voidaan käyttää nestemäisen 
fenolin, jodispriin ja natriumhypokloriittiliuoksen pitoisuuden määritykseen. Titrimetrisillä 
menetelmillä ei pysty erottelemaan hajoamistuotteita tai epäpuhtauksia, joten menetelmä ei ole 
selektiivinen eikä sitä käytetä säilyvyystutkimuksissa. Menetelmä soveltuu parhaiten yhden 
vaikuttavan aineen sisältävien nestemäisten tai liukoiseen muotoon saatettavien omavalmisteiden 
pitoisuuden määritykseen. 
5.9 SPEKTROSKOPIA 
Euroopan farmakopean menetelmiä ovat UV/Vis -spektrofotometria, IR-spektrofotometria 
(infrapuna-spektrofotometria), NIR-spektrofotometria (lähi-infrapunaspektrofotomeria) ja Raman-
spektrometria (Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.24., 2.2.25., 2.2.40. ja 2.2.48.). Sopivan spektrofotometrin ja 
analyysimenetelmän valintaan vaikuttavat näytteen koostumus ja määrä sekä haluttu tarkkuus, 
herkkyys ja selektiivisyys (USP 29 / NF 24 <851>). Farmasiassa spektrometriset menetelmät 
soveltuvat yhdisteiden kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen tutkimukseen, vaikka ne eivät ole kovin 
spesifisiä. Farmaseuttisten aineiden mittauksessa UV/Vis -spektrillä voidaan saada suurempi 
tarkkuus ja herkkyys kuin NIR- tai IR-spektrillä (kuva 4). 
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Kuva 4. Propranololin IR-spektri (A) ja UV-spektri (B) (muokattu lähteestä Wilson 2008). 
Spektrialueet voidaan karkeasti jakaa ultraviolettivaloon (UV 190‒380 nm), näkyvään valoon (Vis 
380‒780 nm), lähi-infrapunavaloon (NIR 780‒3000 nm) ja infrapunavaloon (IR 2,5‒40 µm) 
(USP 29 / NF 24 <851>). Spektrofotometri koostuu sopivasta valonlähteestä, dispersioelementistä 
(esim. hila tai prisma), monokromaattisen aallonpituusalueen leveyden määrittävästä raosta, 
näytepidikkeestä, detektorista ja mittauslaitteesta (kuva 5). Monokromaattori päästää läpi vain 
tietyn osan valonlähteen aallonpituuksista, jolloin syntyvää säteilyä kutsutaan monokromaattiseksi. 
Spektrofotometrissä valo ohjataan näytteen läpi detektorille, joka mittaa välittyvän valon 
intensiteetin. Fourier-muunnos infrapunaspektroskopia (eng. fourier transform, FT) perustuu 
interferenssin mittaamiseen, jolloin monokromaattorin tilalla on interferometri (USP 29 / NF 24 
<851>). Matemaattinen yhteys interferogrammin ja spektrin välillä tunnetaan nimellä Fourier-
muunnos (Van Eerdenbrugh ja Taylor 2011). Absorptiospektrofotometria mittaa kemiallisessa 
aineessa elektromagneettisen säteilyn ja molekyylien tai atomien välistä vuorovaikutusta 
(USP 29 / NF 24 <851>). Fluoresenssispektrofotometriassa mitataan valon emittoitumista 
kemiallisesta aineesta, kun se altistetaan elektromagneettiselle säteilylle. 
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Kuva 5. Kaaviokuva spektrofotometrin rakenteesta. 
NIR-spektri muodostuu päällekkäisistä kemiallisten sidosten absorptioista, kuten -CH, -NH, -OH ja 
S-H funktionaalisista ryhmistä (Reich 2005, Gendrin ym. 2008). Spektristä nähdään sidosten 
perusvärähdykset, jotka voidaan jakaa yli- ja yhdistelmävärähtelyiksi (kuva 6b). Koska NIR-spektri 
koostuu näytteen sisältämien yhdisteiden päällekkäisistä ja leveistä signaalipiikeistä, spektrin 
tulkitsemiseksi tarvitaan matemaattisia menetelmiä. Tilastollisella kemometriaan perustuvalla 
analyysillä molekyyli voidaan tunnistaa ja sen pitoisuus voidaan määrittää. NIR-spektrissä 
absorbanssisignaali on kuitenkin heikko verrattuna IR-spektriin (kuva 6a) (Gendrin ym. 2008). IR-
spektrissä absorbanssin signaalipiikkejä on useita ja ne ovat teräviä, jolloin funktionaalisia ryhmiä 
ja molekyylejä on helpompi tunnistaa. IR-spektroskopiassa näyte usein laimennetaan 
absorboimattomaan matriisiin tai käytetään vaimennettua kokonaisheijastusta (eng. Attenuated 
Total Reflectance, ATR). NIR-spektroskopiassa näytteen käsittelyä ei tarvitse ja mittaus voidaan 
tehdä jopa pakkausmateriaalin läpi, kun hyödynnetään kuituoptiikkaa. 
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Kuva 6. Vaikuttavan aineen IR-spektri (a), NIR-spektri (b) ja Raman-spektri (c) (muokattu lähteestä 
Gendrin ym. 2008). 
Raman- ja IR-spektrit tuottavat samanlaista tietoa, mutta spektrien intensiteetit erilaisille 
molekyylien ominaisuuksille eroavat toisistaan (Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.48., USP 29 / NF 24 <851>). 
Raman- ja IR-spektrit täydentävät toisiaan. Raman-spektroskopia perustuu valon sirontaan, kun 
näytteettä säteilytetään monokromaattisella valolla ja sironneen valon taajuusmuutokset 
analysoidaan. Kun valon säde osuu molekyyleihin, suurin osa valosta siroaa samalla 
aallonpituudella (Gendrin 2008). Kuitenkin äärettömän pieni osa siroaa lyhyemmällä tai 
pidemmällä aallonpituudella. Tämä ero tai aallonpituuden muutos riippuu molekyylin kemiallisten 
sidosten värinästä. Raman-spektrissä on useita kapeita signaalipiikkejä, joista voidaan selkeästi 
tunnistaa molekyylit (kuva 6c). Raman-spektroskopia on herkkä molekyyleille, joilla on 
delokalisoituneita elektroneja, kuten aromaattisilla ja konjugoituneilla yhdisteillä (USP 29 / NF 24 
<851>). Lääkevalmisteiden vaikuttavista aineista useimmat sisältävät aromaattisen tai 
konjugoituneen molekyylirakenteen, joka havaitaan Raman-spektrissä. Apuaineet päinvastoin ovat 
tavallisesti alifaattisia ja tuottavat paljon heikomman Raman-spektrin. Esimerkiksi vedellä on vahva 
infrapuna-absorbtiospektri, mutta sillä on heikko Raman-spektri, joten se on hyvä liuotin Raman-
spektroskopiassa (Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.48.). Esimerkiksi kiinteiden lääkeaineiden kidemuotojen 
muutoksien tutkimisessa NIR-spektroskopia on parempi hydraattien muodostumista ja 
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dehydraatioprosesseja analysoitaessa, kun Raman-spektroskopia on parempi vesipitoisten 
näytteiden analysoinnissa (Heinz ym. 2009). 
5.9.1 UV-Vis -spektrofotometria 
UV-Vis -spektrofotometriaa voidaan käyttää nestemäisten tai liukoiseen muotoon saatettavien 
omavalmisteiden pitoisuusmittauksiin (Trusley 2007). Käytännössä spektrofotometrilla voidaan 
analysoida mikä tahansa farmaseuttinen aine, joka absorboi valoa jollain aallonpituudella. Koska 
valon absorbanssi noudattaa Lambert-Beerin lakia, spektrofotometrillä voidaan määrittää 
tutkittavan aineen konsentraatio näyteliuoksessa. Esimerkkinä sairaala-apteekkiin soveltuva 
spektrofotometri on ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware), joka käyttää 
UV/Vis -valoa mittaamalla valon absorbanssia tai transmittanssia nestemäisistä näytteistä. Laitteella 
voidaan analysoida absorbanssi koko spektriltä, joka kattaa aallonpituudet 220‒750 nm. ND-1000 
spektrofotometrin merkittävä etu on se, että se tarvitsee näytettä vain 1 µl:n (Robertson 2003). 
Näyte asetetaan kahden jalustan väliin, jolloin nesteestä muodostuu pintajännityksen ansiosta 
nestemäinen pylväs. Koko spektri mitataan noin 10 sekunnissa keskeltä nestepylväästä, jonka 
korkeus on 1 mm. Menetelmän käyttöä rajoittaa se, että hyvin laimeita näytteitä spektrofotometrillä 
ei voida mitata tarkasti. Spektrofotometrillä ei pystytä myöskään erottelemaan epäpuhtauksia tai 
hajoamistuotteita näyteliuoksesta, joten se soveltuu parhaiten yhden komponentin sisältävien 
liuosten analyysiin (esim. morfiiniliuos) (Trusley 2007). UV/Vis -spektrofotometrin etuja ovat sen 
helppokäyttöisyys, vähäinen näytteenkäsittely ja halpa hinta. 
5.9.2 NIR-spektofotometria 
Sairaala-apteekin farmaseuttisessa laadunvalvonnassa NIR-spektroskopia on sovellettu raaka-
aineiden tunnistamiseen, prosessianalytiikkaan ja lopputuotteen analytiikkaan (Reich 2005, 
Paris ym. 2006, Storme-Paris ym. 2009a, Storme-Paris ym. 2009b). NIR-spektroskopiassa voidaan 
hyödyntää kuituoptiikkaa, jolloin näytteenkäsittelyä ei tarvita ja analyysi voidaan suorittaa 
valmistusprosessin aikana (Reich 2005). Ranskalaisessa tutkimuksessa NIR-spektroskopiaa 
käytettiin annosjauhemassan sekoittamisprosessin ja jauheen tasalaatuisuuden analysointiin 
kolistiini- ja tobramysiiniannosjauheista (Storme-Paris ym. 2009a). Vertailumenetelmänä käytettiin 
validoitua HPLC-menetelmää. Myös toisella Ranskassa tehdyssä tutkimuksessa tutkittiin, miten 
NIR-spektroskopia soveltuu sairaala-apteekissa valmistettujen busulfaanikapseleiden 
laadunvalvontaan (Paris ym. 2006). Menetelmää käytettiin raaka-aineiden tunnistamiseen, 
kapselimassan tasalaatuisuuden analysointiin sekä kapseleiden annosten yhdenmukaisuuden 
tutkimiseen yhdestätoista eri vahvuudesta. Kvantitatiivisen NIR-menetelmän validoinnissa 
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kalibrointi vaatii vertailumenetelmän, jolla näytteet myös analysoidaan (Luypaert ym. 2007). 
Vertailumenetelmää hyödyntämällä voidaan kehittää kalibraatiomenetelmä kemometrian avulla. 
Busulfaanikapseille kehitetyn NIR-menetelmän vertailumenetelmänä käytettiin HPTLC-
menetelmää, jonka toistettavuuden RSD oli 5 %, jolloin NIR-menetelmän toistettavuuden RSD oli 
7 % (Paris ym. 2006). Vertailumenetelmän epätarkkuus vaikuttaa NIR-menetelmän kalibrointiin. 
Luotettavan kvantitatiivisen NIR-menetelmän kehittäminen sairaala-apteekissa voi olla 
haasteellista, koska kalibrointinäytteet on analysoitava myös validoidulla vertailumenetelmällä 
(Luypaert ym. 2007, EMEA 2012). 
5.9.3 Raman-spektrometria 
Raman-spektroskopiaa on käytetty kiinteiden farmaseuttisten aineiden kvantitatiiviseen 
määrittämiseen ja fysikaalisten ominaisuuksien tutkimiseen, kuten polymorfioiden ja kiteiden 
tutkimiseen (Strachan ym. 2007). Raman-menetelmän käytöstä sairaala-apteekissa ei ole 
kirjallisuudessa juurikaan raportoitu, vaikka menetelmällä on useita etuja sairaala-apteekin 
näkökulmasta. Menetelmä on helppokäyttöinen, analyysiaika on lyhyt ja näytteenotto helpottuu, 
kun voidaan hyödyntää kuituoptiikkaa (Vankeirsbilck ym. 2002). Menetelmää on sovellettu myös 
jauheiden sekoittamisprosessin kehittämisessä valmistuksen aikana (De Beer ym. 2008). 
Diltiatseemijauheita valmistettiin kolmessa eri konsentraatioissa ja jokaiselle erälle määritettiin 
Raman-spektreistä laskemalla sekoittamisaika, jonka jälkeen jauhe oli homogeeninen. 
Sekoittamisaika vaihteli riippuen konsentraatiosta, eräkoosta ja sekoittamisnopeudesta. 
Täydentävänä menetelmänä käytettiin NIR-spetroskopiaa Ramanin rinnalla. Raman-spektroskopian 
etuna on se, että näytteet eivät vaadi käsittelyä ja valmisteen Raman-spektrin voi mitata jopa 
pakkausmateriaalin läpi (Vankeirsbilck ym. 2002). Raman-spektroskopiaa on käytetty mm. liuosten 
vaikuttavan aineen kvantitatiiviseen määrittämiseen pakkausmateriaalin läpi (Kim ym. 2007). 
Povidonin pitoisuus mitattiin silmähuuhteesta muovisen silmätippapullon läpi käyttäen ulkoista 
standardia. Määrityksiä on tehty myös ruskeiden lasipullojen läpi, mutta vain aineiden 
tunnistamisessa (McCreery ym. 1998). Tutkittavat aineet tunnistettiin vertaamalla niiden Raman-
spektriä spektrikirjaston spektreihin ja haulla saatu tunnistamisen oikeellisuus oli 88‒96 %. Suurin 
osa virheistä aiheutui fluoresoivista näytteistä. Tunnistamisen oikeellisuus oli 100 %, jos käyttäjä 
teki spektrien vertailun. Menetelmän heikkoutena on sen herkkyys aineiden tai epäpuhtauksien 
aiheuttamalle fluoresenssille, joka aiheuttaa päällekkäisiä signaaleja Raman-spektrissä. Useissa 
tapauksissa ongelman voi kuitenkin välttää muuttamalla laserlähteen aallonpituuden pidemmäksi 
(esim. NIR) (Vankeirsbilck ym. 2002). Lisäksi Raman-spektroskopiassa näyte voi hajota lämmön 
vaikutuksesta, jos säteilytyksen intensiteetti on liian korkea. 
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5.10 KROMATOGRAFIA 
Kromatografiaa voidaan käyttää kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen analyysiin (USP Pharmacists' 
Pharmacopeia 2nd Ed. <621>). Yleisesti kromatografia määritellään menetelmäksi, jossa aineet 
erottuvat liikkuvan ja paikallaan pysyvän faasin välillä. Liikkuva faasi kuljettaa siihen liuenneita 
aineita paikallaan pysyvän faasin läpi, jolloin aineet erottuvat toisistaan ja eluoituvat eri aikaan.  
Paikallaan pysyvä faasi voi olla joko kiinteä tai neste, jonka kantaja-aineena on geeli tai kiinteä aine 
(Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.46.). Paikallaan pysyvä faasi voi olla esimerkiksi pakattu kolonniin, levitetty 
kerrokseksi tai levitetty kalvoksi. Aineiden erottelu stationäärifaasissa perustuu mm. adsorptioon, 
massadistribuutioon, ioninvaihtoon, ioniparin muodostumiseen, tutkittavien yhdisteiden kokoeroon, 
hydrofobisiin interaktioihin ja/tai kiraaliseen erotteluun (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. 
<621>). 
5.10.1 TLC 
Paperi- ja ohutlevykromatografiaa voidaan käyttää aineiden tunnistukseen (USP Pharmacists' 
Pharmacopeia 2nd Ed. <621>).  Menetelminä ne ovat yksinkertaisia, nopeita ja kustannuksiltaan 
huokeita ja näytteen käsittely on helppoa. Kiinteä faasi paperikromatografiassa on huokoinen paperi 
ja ohutlevykromatografiassa lasi-, metalli- tai muovilevyn pinnalla oleva ainekerros, joka on  
yleensä silikageeli  (Ph. Eur. 7th Ed. 2.2.26. ja 2.2.27.). Tutkittava näyte liuotetaan sopivaan 
liuottimeen ja imeytetään kapillaariputkesta paperin tai levyn alaosaan täpläksi. Paperi tai levy 
asetetaan lasiseen säiliöön, jonka pohjalla on kerros sopivaa ajoliuosta (liikkuva faasi). Ajoliuos 
liikkuu kiinteää faasia pitkin ylöspäin kapillaarivoiman vaikutuksesta ja näytteen sisältämät eri 
yhdisteet siirtyvät ajoliuoksen mukana ylöspäin eri nopeuksilla ja samalla erottuvat toisistaan. 
Näytteessä olevat yhdisteet tunnistetaan visuaalisesti vertailemalla täplien väriä, kokoa ja Rf-arvoa 
vertailuaineeseen. Täplät voidaan paikallistaa sopivilla värjäysmenetelmillä tai UV-valossa. Rf-arvo 
on tutkittavan yhdisteen kulkeman matkan ja eluenttirintaman kulkeman matkan suhde. 
Dispensatorium Fennicumissa ohutkerroskromatografista (eng. thin layer chromatography, TLC) 
tunnistamista käytetään esimerkiksi dekstrometorfaanin tunnistamiseen yskänlääkkeestä, kodeiinin, 
emetiinin ja morfiinin tunnistamiseen mustanparran yskänmikstuurasta ja resorsinolin 
tunnistamiseen castellanin liuoksesta (DF 2004). Myös kvantitatiiviset mittaukset ovat mahdollisia, 
jos näytteitä analysoidaan densitometrialla, fluoresenssilla tai spektrofotometrialla (Krzek ym. 
2001, USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <621>, Mostafa 2010, Kaale ym. 2011). TLC-
menetelmää on myös usein sovellettu epäpuhtauksien määrittämiseen farmaseuttisista valmisteista 
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(Ferenczi-Fodor ym. 2011). Esimerkkinä vaikuttavan aineen puhtautta voidaan 
semikvantitatiivisesti määrittää TCL-menetelmällä (kuva 7). 
 
Kuva 7. Semikvantitatiivinen steroidien puhtauden määritys USP 32:n mukaisesti: 200 µg näytettä 
(a, b, g, h); 0.2, 1.0, 2.0, 4.0 µg vaikuttavaa ainetta kalibrointisekvenssissä (c, d, e, f). Absorbentti: 
silikageeli, ajoliuos: sykloheksaani-dietyylieetteri 4:1 (v/v), ajomatka: 15 cm, visualisointi: 
etanolipitoinen rikkihappo, havaitseminen: 366 nm ja arviointi: visuaalinen tarkastelu (Ferenczi-
Fodor ym. 2011). 
Korkean erotuskyvyn ohutkerroskromatografian (eng. high-performance thin-layer 
chromatography, HPTLC) ja ohutkerroskromatografian suurin ero on HPTLC:n levyn 
kerrosmateriaalin pienempi partikkeli- ja huokoskoko (Sagar 2009, ss. 137‒149). HPTLC:n 
analyysiaika on lyhyempi ja resoluutio parempi kuin perinteisessä TLC:ssa. Sairaala-apteekissa 
HPTLC-menetelmää on käytetty mm. solunsalpaajalaimennosten tunnistukseen ja kvantitatiiviseen 
mittaukseen infuusiopusseista (Bouligand ym. 2005, Bourget ym. 2003, Paci ym. 2002). TLC-
menetelmien resoluutio on kuitenkin heikompi ja ne ovat haavoittuvaisempia olosuhteiden 
muutoksille kuin HPLC:n (eng. high-performance/pressure liquid chromatography, korkean 
erotuskyvyn nestekromatografia). Lisäksi pitoisuuden määrittäminen TLC-menetelmillä on usein 
semikvantitatiivisella tasolla (Ferenczi-Fodor ym. 2011). 
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5.10.2 HPLC 
HPLC on nestekromatografinen erotusmenetelmä, jota käytetään yhdisteiden tunnistukseen sekä 
kvantitatiiviseen analyysiin (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <621>). HPLC-laitteisto 
koostuu pumpuista, injektorista, kromatografisesta kolonnista, detektorista ja datan keräyslaitteesta. 
Nestekromatografin pumput pumppaavat ajoliuoksen laitteiston läpi korkeassa paineessa, injektori 
injektoi tutkittavan näytteen laitteistoon, näytteen yhdisteet erottuvat kolonnissa ja detektori 
havaitsee ne. Lääkkeiden valmisteanalytiikkaan liittyvissä HPLC-menetelmissä käytetyimpiä ovat 
UV- tai diodirividetektorit. Muita käytettyjä detektoreita ovat taitekerroin-, fluoresenssi- ja 
sähkökemialliset detektorit. UV-valoa absorboimattomien yhdisteiden detektoimiseen voidaan 
käyttää taitekerroindetektoria, mutta se ei ole niin herkkä kuin UV-detektori. 
Fluoresenssidetektoreja voidaan käyttää vain fluoresoiville yhdisteille tai yhdisteille, joihin on 
liitetty fluoresoiva johdos. 
HPLC on nykyisin yksi tärkeimmistä farmaseuttisista analyysimenetelmistä (Görög 2007). 
Erityisesti lääkevalmisteiden säilyvyystutkimuksissa HPLC on yksi käytetyimmistä menetelmistä, 
koska sen etuja ovat korkea erotuskyky, herkkyys ja spesifisyys (Bakshi ja Singh 2002). Valtaosa 
kirjallisuudessa raportoiduista säilyvyystutkimuksiin suunnatuista ja kehitetyistä menetelmistä (eng. 
stability-indicating assay methods) on toteutettu HPLC-menetelmällä. Lisäksi menetelmää voidaan 
käyttää valmisteiden epäpuhtauksien erotteluun ja tunnistamiseen, mikä vaikuttaa merkittävästi 
lääkevalmisteiden turvallisuuden arviointiin (Görög 2008, Li ja Hu 2008). Esimerkkinä 
bentsimidatsolijohdoksen ja sen hajoamistuotteiden HPLC-kromatogrammi ja UV-spektrit on 
esitetty kuvassa 8. 
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Kuva 8. Kromatogrammi nitrobentsaldehydin (a), 2-(2-nitrofenyyli)-1H-bentsimidatsolin (NB) (b) 
ja NB:n valohajoamistuotteen (c) signaaleista ja niiden UV-spektrit (muokattu lähteestä 
Brain-Isasi ym. 2008). 
HPLC soveltuu erityisesti korkean riskin valmisteiden analytiikkaan, kuten intratekaalisten 
kipulääkeinfuusioiden yhteensopivuus- ja säilyvyystutkimuksiin (Hildebrand ym. 2003, Alvarez 
ym. 2004, Helin-Tanninen ym. 2013). Kipulääkeinfuusiopumppujen on säilyttävä myös ihmisen 
ruumiinlämmössä ja intratekaalisen antoreitin takia niissä ei saa olla säilytysaineita. Lääkeseoksia, 
jotka merkittävästi hajoavat tai muodostavat hajoamistuotteita, eivät sovellu intratekaaliseen 
infuusiopumpuun. HPLC:n merkittävä etu säilyvyystutkimuksissa on sen kyky määrittää 
kvantitatiivisesti vaikuttavan aineen pitoisuuden lisäksi mahdollisia hajoamistuotteita. Useiden 
sairaala-apteekeissa valmistettavien lääkevalmisteiden säilyvyyttä on tutkittu validoiduilla, 
säilyvyystutkimuksiin suunnatuilla ja kehitetyillä HPLC-menetelmillä (Fuhrman ja Stroman 1998, 
Chou ym. 2001, Abobo ym. 2009, Al-Badriyeh ym. 2009, Skillman ym. 2010). HPLC:n suurimmat 
heikkoudet sairaala-apteekin näkökulmasta ovat kallis hankinta- ja ylläpitohinta sekä käytön 
vaativuus. Lisäksi menetelmän kehittäminen ja validointi säilyvyystutkimuksiin on aikaa vievää ja 
vaatii ammattitaitoa (Bakshi ja Singh 2002). 
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UPLC (eng. ultra performance liquid chromatography) on suhteellisen uusi nestekromatografinen 
menetelmä (Nováková ym. 2006). UPLC-laitteisto kestää suuremman vastapaineen kuin HPLC, 
jolloin voidaan käyttää pienemmän partikkelikoon kolonneja ja suurempia ajoliuoksen 
virtausnopeuksia. UPLC:n etuja verrattuna HPLC:n ovat lyhyempi analyysiaika ja parempi 
herkkyys ja resoluutio. Lyhyempi analyysiaika myös vähentää liuottimien kulutusta. Menetelmää 
on käytetty useiden lääkevalmisteiden kvantitatiivisiin tutkimuksiin ja hajoamistuotteiden 
analytiikkaan (Kadav ja Vora 2008, Krishnaiah ym. 2010, Krishnaiah ym. 2011, Nageswari ym. 
2012). Menetelmän heikkoudet kuitenkin ovat sairaala-apteekin näkökulmasta samat kuin HPLC-
menetelmällä. 
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6 ANALYYSITULOKSIIN VAIKUTTAVAT TEKIJÄT 
Eurooppalainen standardi EN ISO/IEC 17025:2000 sisältää kaikki testaus- ja 
kalibrointilaboratorioiden vaatimukset, jotka laboratorioiden on täytettävä osoittaakseen, että niillä 
on käytössä laatujärjestelmä, ne ovat teknisesti päteviä ja ne kykenevät tuottamaan teknisesti 
luotettavia tuloksia. Testausten ja kalibrointien oikeellisuuteen ja luotettavuuteen vaikuttavat 
inhimilliset tekijät, tilat ja ympäristöolot, testaus- ja kalibrointimenetelmät ja menetelmien 
validointi, laitteisto, mittausten jäljitettävyys, näytteenotto ja testattavien ja kalibroitavien kohteiden 
käsittely. Säilyvyystutkimuksia tehtäessä kaikki käytetyt materiaalit, testausolosuhteet ja 
menetelmät on kuvattava tarkasti, jotta tutkimus on toistettava (Trissel 1983). 
Analyysilaboratoriossa on laadittava menettelytavat testausta ja kalibrointia varten tehtävälle 
näytteenotolle sekä testattavien ja kalibroitavien kohteiden käsittelylle (EN ISO/IEC 17025:2000). 
Testausta varten tutkittavaa tuotetta otetaan edustamaan koko näytettä. Analyysitulosten 
luotettavuuteen vaikuttavat näytteiden määrä ja määritysten määrä (Trissel 1983). Yleensä 
vähimmäismäärä on kaksi näytettä ja kolme määritystä, jolloin poikkeavat tulokset on helpompi 
havaita. Analyysituloksiin vaikuttaa myös näytteenkäsittely. Näytteenkäsittelyn vaiheet riippuvat 
tutkittavasta lääkemuodosta ja käytettävästä analyysimenetelmästä (kuva 9) (Nickerson 2011). 
Useat analyysimenetelmät soveltuvat vain liuenneessa muodossa olevien näytteiden analysointiin. 
Esimerkiksi liuosmuotoisten valmisteiden näytteenkäsittely voi vaatia vain näytteen laimentamisen 
sopivaan konsentraatioon. Tabletit joudutaan ensin murskaamaan ja liuottamaan sopivalla 
liuottimella, että lääkeaine saadaan liukoiseen muotoon. Lisäksi liukenemattomat partikkelit on 
poistettava näyteliuoksesta. HPLC-menetelmää käytettäessä näytteenkäsittelyn tavoitteena on saada 
näyte, joka on vapaa häiriötekijöistä, ei aiheuta vaurioita kolonniin ja on yhteensopiva käytetyn 
HPLC-menetelmän kanssa eli näytteen liuotin sekoittuu ajoliuokseen vaikuttamatta näytteen 
retentioon tai resoluutioon (Snyder ym. 1997, ss. 100−173). 
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Kuva 9. Yleisiä lääkevalmisteille tehtäviä näytteenkäsittelyvaiheita: liuokset (a), jauheet ja 
suspensiot (b) sekä kiinteät valmisteet (c) (muokattu lähteestä Nickerson 2011). *Lisäksi voidaan 
tarvita näytteen derivointia, konsentroimista tai puhdistamista analyysiä varten. 
Analyysimenetelminä on ensisijaisesti käytettävä kansainvälisissä, alueellisissa tai kansallisissa 
standardeissa julkaistuja menetelmiä, mutta laboratorion kehittämiä tai käyttöönottamia 
menetelmiäkin voidaan käyttää, jos ne soveltuvat käyttötarkoitukseensa ja ovat validoituja (EN 
ISO/IEC 17025:2000). Eri analyysitekniikoilla on omat rajoituksensa ja osa tässä tutkielmassa 
mainituista tekniikoista soveltuu vain yhdisteiden kvalitatiiviseen analyysiin ja toiset sekä 
kvalitatiiviseen että kvantitatiiviseen analyysiin (taulukko 4). Titrimetriset menetelmät, UV-, NIR- 
ja Raman-menetelmät eivät ole selektiivisiä (Bakshi ja Singh 2002). Kyseisillä menetelmillä 
kuitenkin voidaan määrittää tutkittava analyytti kvantitatiivisesti ja spesifisesti, jos menetelmän 
kehitetään käyttötarkoitukseensa sopivaksi ja validoinnissa tutkitaan kokonaisspesifisyys. NIR- ja 
Raman-menetelmiä säilyvyystutkimuksissa rajoittaa myös kemometristen menetelmien tarve. TLC-
menetelmä on spesifinen, mutta se on myös semikvantitatiivinen. 
  
 
4
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Taulukko 4. Analyysimenetelmien soveltuvuus käyttötarkoitukseensa. 
Menetelmä Tunnistaminen 
Puhtauden 
määritys 
Hajoamistuotteiden/epäpuhtauksien 
havaitseminen 
Pitoisuuden 
määritys 
Säilyvyystutkimukset 
Aistinvarainen analyysi + + + - + 
Kemialliseen reaktioon 
perustuvat menetelmät 
++ - - - - 
Tiheyden määritys 
 
+ + - + - 
Taitekertoimen määritys 
 
+ + - + - 
pH:n määritys 
 
+ - - - + 
Sameusmittaus 
 
- - - - - 
Titrimetriset menetelmät 
 
- - - ++ + 
UV-spektrofotometria 
 
++ + + ++ ++ 
IR-spektrofotometria 
 
+++ ++ ++ - - 
NIR-spektrofotometria 
 
+++ ++ ++ ++ ++ 
Raman-spektrometria 
 
+++ ++ ++ ++ + 
TLC 
 
++ ++ ++ ++ ++ 
HPLC / UPLC 
 
+++ +++ +++ +++ +++ 
- = ei sovellu käytettäväksi, + = soveltuu käytettäväksi rajoituksin, ++ = soveltuu käytettäväksi, +++ = soveltuu erinomaisesti käytettäväksi
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Analyysimenetelmän validoinnilla on tarkoitus osoittaa, että menetelmä soveltuu 
käyttötarkoitukseensa (ICH Q2(R1) 2005). Validointiparametrit valitaan menetelmän 
käyttötarkoituksen mukaisesti. Useilla analyysimenetelmillä voidaan tutkia lääkevalmisteen 
pitoisuutta, mutta pelkällä pitoisuusmittauksella ei voi määrittämään valmisteen säilyvyyttä (Kupiec 
ym. 2008). Lääkevalmisteiden säilyvyystutkimuksissa käytettyjen analyysimenetelmien on oltava 
validoituja ja säilyvyystutkimuksiin kehitettyjä (eng. stability-indicating) (European commission 
2008a, ICH Q1A(R2) 2003). FDA määrittelee, että säilyvyystutkimuksiin kehitetty menetelmä on 
validoitu kvantitatiivinen analyysimenetelmä, jolla havaitaan lääkevalmisteen olennaisissa 
ominaisuuksissa (esim. vaikuttava aine, säilytysaine) tapahtuvia muutoksia ajan funktiona (FDA 
2000). ICH:n ohjeistojen mukaan lääkevalmisteen säilyvyystutkimuksissa tulisi tutkia niitä 
ominaisuuksia, jotka voivat muuttua valmisteen säilytyksen aikana ja todennäköisesti vaikuttavat 
valmisteen laatuun, turvallisuuteen ja/tai tehoon (ICH Q1A(R2) 2003). Säilyvyystutkimuksiin 
kehitetyllä menetelmällä voidaan mitata vaikuttavan aineen pitoisuus oikeellisesti ilman, että 
näytteessä olevat hajoamistuotteet, epäpuhtaudet tai apuaineet vaikuttavat määritykseen 
(FDA 2000). Lisäksi ICH määrittää lääkevalmisteiden epäpuhtauksiin liittyvässä ohjeistossa, että 
analyysimenetelmän on sovelluttava hajoamistuotteiden havaitsemiseen ja kvantitointiin (ICH 
Q3B(R2) 2006). Farmakopeoissa esitetyt analyysimenetelmät eivät ole säilyvyystutkimuksiin 
kehitettyjä (Trissel 1983). Jos kyseisiä menetelmiä käytetään säilyvyystutkimuksissa, on 
osoitettava, että näytteessä olevat hajoamistuotteet, epäpuhtaudet tai apuaineet eivät vaikuta 
tutkittavan aineen määritykseen. 
Apteekkien lääkevalmistuksen raaka-aineena käytettävän progesteronin pitoisuutta tutkittiin 
kymmenestä näytteestä sekä UV/Vis-spektrofotometrisellä menetelmällä että HPLC-menetelmällä 
(Chollet ja Jozwiakowski 2012). UV/Vis-spektrofotometrilla määritettynä viiden raaka-aineen 
pitoisuus oli spesifikaatiorajoissa (97,0‒103,0 %) ja HPLC-menetelmällä yhdeksän näytteen 
pitoisuudet olivat spesifikaatiorajoissa. UV/Vis-spektrofotometrilla mitatut spesifikaatiorajojen 
ulkopuolella olevat tulokset johtuvat menetelmän epäspesifisyydestä, koska samoista näytteistä 
mitattiin myös spesifikaatiorajan ylittävät pitoisuudet epäpuhtauksia. Lisäksi tutkimuksessa 
tarkasteltiin apteekissa valmistettujen progesteroni-injektioiden pitoisuutta, jossa havaittiin 
merkittävää vaihtelua eri apteekkien omavalmisteissa. Pitoisuutta määritettiin USP:n UV/Vis-
spektrofotometrisella menetelmällä ja validoidulla HPLC-menetelmällä. Kolmestakymmenestä 
valmisteesta seitsemässä pitoisuus ei täyttänyt vaatimuksia UV/Vis-spektrofotometrialla 
määritettynä ja HPLC-menetelmällä viidessä pitoisuus ei täyttänyt vaatimuksia (90,0‒110,0 %). 
Yhdestä valmisteesta määritettiin UV/Vis-spektrofotometrialla progesteronipitoisuudeksi 252,0 % 
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ja samasta valmisteesta HPLC-menetelmällä määritettiin pitoisuudeksi 98,8 %. Epäspesifisen 
UV/Vis-spektrofotometrisen menetelmän tuloksiin vaikuttivat todennäköisesti injektion sisältämät 
apuaineet, jotka vaihtelivat eri apteekkien omavalmisteissa. 
Esimerkiksi adrenaliinin säilyvyydestä levobupivakaiinia tai bupivakaiinia ja fentanyyliä 
sisältävissä kipulääkeinfuusioissa on julkaistu ristiriitaisia tutkimuksia. Dawsonin ja kumppaneiden 
(1992) tekemässä säilyvyystutkimuksessa kipulääkeseoksessa adrenaliinista hajosi noin 37 % 
säilytettäessä 35 °C 56 vrk ajan. He totesivat, että adrenaliini hajoaa lämpötilan vaikutuksesta eikä 
valoaltistus vaikuta adrenaliinin hajoamiseen. Toisaalta Helin-Tannisen ja kumppaneiden (2013) 
tutkimuksessa havaittiin adrenaliinin hajoavan pääasiassa valon vaikutuksesta ja lämpötilalla oli 
tilastollisesti merkittävä vaikutus adrenaliinin hajoamiseen. Adrenaliinin pitoisuus 
kipulääkeseoksessa pysyi yli 90 % säilytettäessä 40 vrk valolta suojassa huoneenlämmössä (22 °C). 
Edellä mainituista poiketen Kjønniksen ja kumppanit (2000) havaitsivat adrenaliinipitoisuuden 
laskevan vain noin 4 % säilytettäessä 6 kk valolta suojassa huoneenlämmössä, mutta he olivat 
lisänneet valmisteeseen säilytysaineita. Lisäksi Allen ja kumppanit (1993) sekä Priston ja 
kumppanit (2004) mittasivat noin 8 % laskua adrenaliinipitoisuudessa 6 kk aikana 
huoneenlämmössä. Käytännössä useiden ex tempore -valmisteiden kelpoisuusaika määritellään 
lääkeainekohtaisen ja yleisen säilyvyysdokumentaation ja kirjallisuuden perusteella (USP 
Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <795>). Säilyvyystutkimusten tuloksiin vaikuttavat tutkittavan 
valmisteen koostumus, käytetyt menetelmät ja tutkimusolosuhteet (Trissel 1983). Johtopäätökset on 
tehtävä analyysitulosten perusteella ottamalla huomioon tulosten luotettavuus ja muut niihin 
vaikuttavat tekijät. Koska eri tutkimuksissa valmisteiden konsentraatio ja apuaineet yleensä 
vaihtelevat, yhden valmisteen säilyvyystuloksista ei voida tehdä laajempia johtopäätöksiä muiden 
valmisteiden säilyvyydestä. 
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7 YHTEENVETO 
Jokaisen valmisteen riskitaso voidaan määrittää yksilöllisesti esimerkiksi arviointimallilla, jossa 
määritellään valmisteen laaturiskit (taulukko 2). Valmiste voidaan luokitella joko matalaan, 
kohtalaiseen tai korkeaan riskitasoon. Koska käytännön syistä sairaala-apteekissa ei ole 
tarkoituksen mukaista testata jokaista valmistetta, ristitason perusteella voidaan määrittää milloin 
testataan, mitä testataan ja mitä menetelmiä käytetään (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. 
<1163>). Omavalmisteen riskitason avulla voidaan määrittää mitä laadunvalvontamenetelmiä 
tarvitaan kyseisen tuotteen laadunvalvontaan, jotta tuote olisi turvallinen ja ennalta-asetettujen 
laatuvaatimusten mukainen. Omavalmisteen käyttäminen on jo itsessään riski verrattuna teollisiin 
lääkevalmisteisiin. Lääkevalmisteen laatu perustuu toimivaan riskienhallintaan, jossa 
systemaattisesti arvioidaan lääkevalmisteen laatuun vaikuttavat riskitekijät ja pyritään hallitsemaan 
niitä (European commission 2008a). 
Sairaala-apteekkien omavalmisteiden laadunvalvontaa täytyy tulevaisuudessa kehittää eteenpäin, 
koska siihen liittyvä analytiikka koetaan puutteelliseksi (liite 1). Lääkevalmisteen 
laadunvalvontatutkimuksiin kuuluvat valmisteen vaikuttavan aineen tunnistus, puhtaus ja pitoisuus 
(ICH Q6A 1999). Suomessa sairaala-apteekeissa on käytössä useita yksinkertaisia ja suhteellisen 
halpoja analyysimenetelmiä, kuten titrimetrisiä menetelmiä, pH-mittaus, tiheyden mittaus, 
taitekertoimen määritys ja UV/Vis -valon spektroskopia menetelmiä (liite 1). Titrimetriset 
menetelmät ja UV/Vis -spektrofotometria soveltuvat yhden komponentin sisältävien liuosten 
pitoisuuden määritykseen, koska menetelmät eivät ole selektiivisiä. pH-mittaus, tiheyden mittaus ja 
taitekertoimen määritys ovat pääasiassa kvalitatiivisia menetelmiä. Sairaala-apteekkien 
analyysivalmiuksia rajoittavat laitteistojen korkeat kustannukset ja useiden menetelmien vaatima 
erityisosaaminen. Mikään yksittäinen analyysimenetelmä ei kuitenkaan sovellu kaikille 
lääkevalmisteille (USP Pharmacists' Pharmacopeia 2nd Ed. <1163>). Jokaisella 
analyysimenetelmällä on omat vahvuutensa ja heikkoutensa, jotka on otettava huomioon 
menetelmän valinnassa, kehityksessä, käytössä ja tulosten tulkinnassa. 
HPLC soveltuu erityisesti korkean riskin valmisteiden analytiikkaan ja lääkevalmisteiden 
säilyvyystutkimuksiin, koska sillä voidaan kvantitatiivisesti määrittää vaikuttavan aineen 
pitoisuuden lisäksi mahdolliset hajoamistuotteet (taulukko 4). HPLC ja muutkin käytössä vaativat ja 
kalliit analyysimenetelmät ovat sairaala-apteekeissa yleensä ulkoistettu sopimuslaboratorioille. 
Kromatografisista menetelmistä TLC on yksinkertainen ja halpa menetelmä, jonka käyttö olisi 
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sovellettavissa myös sairaala-apteekkiin. TLC-menetelmää voidaan käyttää mm. tunnistamiseen ja 
epäpuhtauksien määrittämiseen (DF 2004, Ferenczi-Fodor ym. 2011). Myös yksinkertaiset 
sameusmittarit ovat erittäin helppokäyttöisiä ja halpoja sairaala-apteekin käyttöön, mutta niiden 
soveltamisesta sairaala-apteekissa ei ole kirjallisuudessa julkaistu tutkimuksia. NIR-spektroskopiaa 
on kirjallisuuden perusteella hyödynnetty sairaala-apteekin laadunvalvonnassa (Reich 2005, 
Paris ym. 2006, Storme-Paris ym. 2009a, Storme-Paris ym. 2009b). Raman-spektroskopiasta ei ole 
kirjallisuudessa esitetty sovellutuksia sairaala-apteekkeihin, vaikka menetelmää on muuten käytetty 
lääkevalmisteiden analytiikassa (Vankeirsbilck ym. 2002, Kim ym. 2007, De Beer ym. 2008). NIR- 
ja Raman-menetelmät ovat helppokäyttöisiä kvantitatiivisia menetelmiä erityisesti, kun niissä 
voidaan käyttää kuituoptiikkaa (Vankeirsbilck ym. 2002, Reich 2005). Tulevaisuudessa NIR- ja 
Raman-menetelmiä voidaan hyödyntää lääkevalmisteiden laadunvalvontaan mahdollisesti myös 
sairaala-apteekeissa. 
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II KOKEELLINEN OSA 
 
8 JOHDANTO 
Vuonna 2009 selvitettiin 142 tapaturmaista myrkytyskuolemaa, joista metadonin aiheuttamia oli 19 
(Forsell ym. 2010). Metadoni on synteettinen opioidireseptoriagonisti, jota käytetään kivun hoidon 
lisäksi opioidiriippuvaisten korvaushoidossa (Hagelberg ja Pertovaara 2007). Korvaushoidossa 
huolellisesti säädetyllä annoksella metadoni ei suun kautta otettuna aiheuta euforisoivaa tai 
päihdyttävää vaikutusta (Duodecim Lääketietokanta 2010), mutta injektoituna kaikki opioidit 
aiheuttavat lähes välittömästi voimakkaan euforisen tilan, jolle ei yleensä kehity toleranssia edes 
kroonisessa käytössä (Koob ja Le Moal 2006). Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen tekemän 
raportin mukaan Suomessa metadonin osuus korvaushoidosta oli noin 40 % vuonna 2009 ja 
buprenorfiini-naloksoni -yhdistelmävalmisteen osuus vastaavasti noin 60 % (Forsell ym. 2010). 
Raportissa ilmenee myös, että vuosina 2003‒2009 metadonilöydökset kuolinsyytutkimuksissa ovat 
selvästi lisääntyneet. Metadonin väärinkäyttö liittyy yleensä korvaushoitovalmisteen 
kotiannosteluun, kun lääkkeitä ei oteta valvotusti (Vuori ym. 2009). Väärinkäytettynä 
pitkävaikutteinen metadoni on erityisen vaarallista, koska päivittäinen korvaushoitoannos voi olla 
tottumattomalle käyttäjälle hengenvaarallinen.  
Naloksoni (N-allyylinoroksimorfoni) on puolisynteettinen opioidireseptoriantagonisti, jota 
käytetään opioidi-intoksikaatioiden hoidossa pääasiassa laskimoon injektoituna (Hagelberg ja 
Pertovaara 2007). Jo 1970-luvulla on tehty ensimmäisiä tutkimuksia metadoni-naloksoni 
-yhdistelmällä, jonka toivottiin ehkäisevän korvaushoidossa käytettävän metadonin parenteraalista 
väärinkäyttöä (Parwatikar ja Knowles 1973, Calimlim ym. 1974, Nutt ja Jasinski 1974). Koska 
naloksonilla on heikko oraalinen hyötyosuus (Hagelberg ja Pertovaara 2007), sopivalla 
pitoisuussuhteella yhdessä metadonin kanssa sen ei ole havaittu peroraalisesti aiheuttavan 
systeemistä vaikutusta (Nutt ja Jasinski 1974). Tutkimusten tarkoituksena on ollut selvittää 
metadoni-naloksoni -yhdistelmän sopivaa pitoisuussuhdetta, joka olisi hyvin siedetty suun kautta 
otettuna, mutta aiheuttaisi vieroitusoireita injektoituna. Viimeisimmät tutkimukset tukevat 
metadoni-naloksoni -yhdistelmälle pitoisuussuhdetta 50:1 (Loimer ym. 1991, Bell ym. 2009). 
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Tutkimukset ovat kuitenkin olleet lyhytaikaisia ja otoskoot pieniä, joten yhdistelmän vaikuttavuutta 
ei vielä tunneta hyvin. 
Tässä erikoistyössä kehitettiin metadonin ja naloksonin yhdistelmävalmiste (tutkimusvalmiste) 
kliinisiä kokeita varten. Metadonin ja naloksonin pitoisuuksien kvantitatiivista määritystä varten 
kehitettiin ja validoitiin nestekromatografinen menetelmä. Validoinnissa osoitettiin menetelmän 
spesifisyys, lineaarisuus, toistettavuus, oikeellisuus, haavoittuvuus ja alue (ICH Q2(R1) 2005). 
Apteekkeja velvoitetaan Lääkealan turvallisuus- ja kehittämiskeskuksen (Fimea) määräyksessä 
(6/2011) antamaan selvitys omavalmisteiden laatuvaatimuksista, laadunvalvontatutkimuksista ja 
mahdollisista säilyvyystutkimuksista. Yhdistelmävalmisteelle kehitettiin sopiva formulaatio ja 
suoritettiin laadunvalvontakokeet Euroopan farmakopean Uniformity of dosage units -tutkimuksen 
mukaisesti (Ph. Eur. 7th Ed. 2.9.40.). Valmisteelle laadittiin myös spesifikaatio, jonka avulla 
valmisteelle suunniteltiin yhteensopivuus- ja säilyvyystutkimus. Mikrobiologista säilyvyyttä ei tässä 
tutkimuksessa tarkasteltu, koska Methadone Martindale Pharma® 2 mg/ml -oraaliliuoksen 
valmistaja lupaa valmisteelle yhden kuukauden säilyvyyden avaamisen jälkeen (Duodecim 
Lääketietokanta 2011).  
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9 MENETELMÄN KUVAUS 
9.1 MATERIAALIT JA NÄYTTEENVALMISTUS 
Tutkittavan lääkeseoksen raaka-aineina käytettiin Methadone Martindale Pharma 2 mg/ml 
-oraaliliuosta ja Macfarlan Smith Limitedin Ph. Eur. -laatuista naloksonihydroklorididihydraattia 
(Bacth No.: 09-00342), jota käytettiin myös standardeihin, sekä liuottimena Braunin Aqua 
sterilisata. Lisäksi standardeihin käytettiin Fagron Ph. Eur. -laatuista metadonihydrokloridia (Batch 
No.: 07L17-N02). Metanoli ja asetonitriili olivat Merckin HPLC-laatua. Fosfaattipuskuriin 
käytettiin Riedel-de Haënin natriumdivetyfosfaattidihydraattia ja Sigman 1-oktaanihapon 
natriumsuolaa sekä J. T. Bakerin fosforihappoa (85 %). Ajoliuosten ja näytteiden valmistukseen 
tarvittava vesi oli ultrapuhdasta (Milli-Q). Ajoliuosten kuplitukseen käytetty helium-kaasu oli 
Woikoskelta (4.6). 
Punnitukset tehtiin yläkuppivaa'alla Mettler Toledo PB602-S ja analyysivaa'alla Mettler Toledo 
AX-205. Magneettisekoittajana oli Framo-Gerätetechnik ja pH-mittari Orion 3-Star Benchtop pH 
meter. Suodatuksessa oli käytössä Milli-Q -laitteisto, jossa suodatuskalvona Millipore 0,45 µm 
PTFE membraani. 
Näytteet HPLC määrityksiin tehtiin metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteesta laimentamalla 1:1 
(v/v) HPLC-ajoliuokseen käytetyllä fosfaattipuskurilla. Laimennettujen näytteiden teoreettiseksi 
metadonipitoisuudeksi tuli 1 mg/ml ja naloksonipitoisuudeksi 0,02 mg/ml. 
9.2 STANDARDIEN VALMISTUS 
Metadonihydrokloridista valmistettiin kantaliuos vesi-metanoliseokseen (50:50, v/v), jonka 
teoreettinen metadonipitoisuus oli 5000 µg/ml. 
Naloksonihydroklorididihydraattia liuotettiin metanoliin, jotta saatiin kantaliuoksen teoreettiseksi 
naloksonipitoisuudeksi 500 µg/ml. Naloksonin kantaliuosta laimennettiin edelleen HPLC-
ajoliuoksen fosfaattipuskurilla, jolloin välilaimennoksen teoreettiseksi naloksonipitoisuudeksi 
saatiin 100 µg/ml. 
Standardien käyttöliuokset tehtiin viiteen eri mittapulloon ja jokaiseen lisättiin metadonin 
kantaliuosta ja naloksonin välilaimennosta viiteen eri pitoisuustasoon (taulukko 5). 
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Taulukko 5. Kalibrointistandardien pitoisuudet. 
Standardit Metadoni (µg/ml) Naloksoni (µg/ml) 
1 (25 %) 250 5 
2 (50 %) 500 10 
3 (75 %) 750 15 
4 (100 %) 1000 20 
5 (125 %) 1250 25 
Käyttöliuokset tehtiin 20 ml:n mittapulloihin lisäämällä kuhunkin pulloon sekä metadonin 
kantaliuosta että naloksonin välilaimennosta ja täyttämällä pullot merkkiviivaan HPLC-
ajoliuokseen käytetyllä fosfaattipuskurilla. Jokaisena analyysipäivänä valmistettiin uudet 
standardien kantaliuokset. 
9.3 MITTAUSLAITTEISTO 
Tutkimuksen mittauslaitteistona käytettiin korkean erotuskyvyn nestekromatografia (Agilent 
Technologies HPLC 1100, Agilent Technologies Inc., Waldbronn, Karlsruhe, Germany), jossa 
binääripumppu (Agilent Technologies 1100 Binary Pump), kaasunpoistoyksikkö (Agilent 
Technologies 1100 Micro Vacuum Degasser), näytteensyöttöyksikkö (Agilent Technologies 1100 
Autosampler), kolonniuuni (Agilent Technologies 1100 Thermostatted Column Compartment) ja 
diodirividetektori (Agilent Technologies 1100 Diode Array Detector). Lisäksi laitteen ohjelmistona 
oli Agilent Technologies ChemStation for LC 3D (Rev. A.08.03). 
Ajoliuosta varten tehty fosfaattipuskuri sisälsi 14,0 g natriumdivetyfosfaattidihydraattia (0,090 M) 
ja 367,7 mg 1-oktaanisulfonihapon natriumsuolaa 1000 millilitrassa vettä. Fosfaattipuskurin pH 
säädettiin fosforihapolla arvoon 3,0. Ajoliuoksen orgaaninen faasi sisälsi metanolia ja asetonitriiliä 
suhteessa 1:1 (v/v). Kolonnina oli ZORBAX Eclipse XDB-C8; 2,1 × 50 mm; 3,5 µm; (Agilent 
Technologies Inc., Little Falls, Wilmington, DE, USA) lämpötilan ollessa 30 °C. Menetelmässä 
käytettiin gradienttieluutiota virtausnopeudella 0,5 ml/min. Ensimmäisen 3 minuutin aikana 
orgaanisen faasin osuus nostettiin 20 prosentista 70 prosenttiin ja pidettiin 70 prosentissa 2 
minuutin ajan. Ajoaika oli 5 min ja lisäksi 5 min oli kolonnin tasapainottumisaika. Spektrin 
mittausalue oli 190–400 nm ja sekä metadoni että naloksoni detektoitiin aallonpituudella 282 nm. 
Näytteiden injektiotilavuus oli 10 µl. 
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9.4 TULOSTEN LASKEMINEN 
Metadoni ja naloksoni tunnistettiin HPLC-kromatogrammeista. Standardien ja näytteiden 
sisältämien analyyttien retentioaikojen tuli olla samat sekä niiden UV-spektrien tuli vastata kirjasto-
ohjelmassa olevia spektrejä. Kromatografisen piikin puhtaus tarkastettiin UV-spektrin avulla. 
Piikkien vaste määritettiin niiden pinta-alasta ja kalibrointi tehtiin ulkoisen standardin 
menetelmällä. Näytteiden sisältämien analyyttien pitoisuudet saatiin standardien avulla käyttämällä 
Agilent Technologies ChemStation for LC 3D (Rev. A.08.03) tietokoneohjelmaa sekä Microsoft 
Exel 2007 -ohjelmaa. Näytteiden laimennokset ja standardin analyysitodistuksen mukainen 
pitoisuus otettiin huomioon kalibroinnissa ja tuloksia laskettaessa. Kalibrointisuora muodostettiin 
lineaarisen regression avulla ilman painotusta. Suoran yhtälö on muotoa 
             (V) 
missä 
y = piikin vaste (mAU*s) 
kk = suoran kulmakerroin 
x = näytteen pitoisuus (µg/ml) 
b = y-akselin leikkauspiste. 
Kaavan (VI) avulla laskettiin analyyttien pitoisuus oraaliliuoksessa (µg/ml) ja tulos ilmoitettiin 
myös prosentteina teoreettisesta pitoisuudesta (metadoni 2 mg/ml ja naloksoni 0,04 mg/ml). 
                                                       (VI) 
Säilyvyystulokset laskettiin lineaarisen regression avulla GraphPad Prism5 -ohjelmistolla 
(Versio 5.03). 
9.5 MENETELMÄN VALIDOINTI 
Menetelmä validointiin ICH:n Q2(R1) -ohjeistuksen periaatteiden mukaisesti. Menetelmän 
luotettavuus tutkittiin seuraavilla parametreilla: spesifisyys, lineaarisuus, toistettavuus, oikeellisuus, 
haavoittuvuus ja alue. Menetelmän kehitysvaiheessa saatujen tulosten perusteella määriteltiin 
luotettavuusparametreille hyväksymiskriteerit. 
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9.5.1 Spesifisyys 
Menetelmän spesifisyys osoitettiin analysoimalla HPLC-ajoliuos, Methadone Martindale Pharma® 
2 mg/ml -oraaliliuos, standardipitoisuus 4 ja metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmiste. Lisäksi 
tehtiin hajoamiskoe rasitusolosuhteissa, jossa analysoitiin hapolla, emäksellä ja hapettimella 
käsitellyt valmistenäytteet. 
Hajoamiskoenäytteitä valmistettiin seitsemään eri koeputkeen, joista viiteen mitattiin 1 ml 
metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmistetta. Kyseiset viisi valmistenäytettä käsiteltiin seuraavasti: 
ensimmäiseen lisättiin 1 ml NaOH:a (2 M), toiseen 1 ml HCl:a (2 M), kolmanteen 1 ml H2O2:a ja 
neljäs ja viides jätettiin käsittelemättä. Näytteiden käsittelyaika oli 4 tuntia, jonka jälkeen 
emäskäsitellyt näytteet neutraloitiin 2 M HCl:lla ja happokäsitellyt 2 M NaOH:lla. 
Käsittelemättömät valmistenäytteet laimennettiin lisäämällä fosfaattipuskuria toiseen 1 ml (1:1, v/v) 
ja toiseen 2 ml (1:2, v/v). Kahteen muuhun koeputkeen tehtiin reagensseista vertailunäytteet, joista 
ensimmäisessä oli emäs ja happo ja toisessa vetyperoksidi. 
Spesifisyyden hyväksymiskriteerien mukaan menetelmään käytetyt liuottimet ja näytepohja eivät 
saaneet aiheuttaa analyyttien retentioajoilla määritystä haittaavia kromatografisia piikkejä. Lisäksi 
näytteen kromatografisen piikin tuli koostua vain analyyteistä, joka tutkittiin UV-spektrin avulla. 
9.5.2 Lineaarisuus 
Menetelmän lineaarisuus testattiin tekemällä kolme rinnakkaista määritystä viidellä eri 
pitoisuudella. Lineaarisuusnäytteinä olivat em. standardit 1–5, joiden tuloksista laskettiin 
kalibrointisuora pienimmän neliöjäännössumman lineaarisen regressiosovituksen avulla. Lisäksi 
laskettiin kalibraatiosuoran ja y-akselin leikkauspisteen numeerinen arvo sekä vastetekijä verrattuna 
100 %:n vertailuvasteeseen. Lineaarisuuden hyväksymiskriteerinä oli, että muodostetun lineaarisen 
regressiosuoran korrelaatiokertoimen on oltava ≥ 0,997. 
9.5.3 Toistettavuus  
Injektiotoistettavuus määritettiin käyttämällä standardia 4 (metadoni 1 mg/ml ja naloksoni 0,02 
mg/ml) eli 100 %:n näytettä, joka injektoitiin kuusi kertaa. Injektiotoistettavuuden määrittämiseksi 
laskettiin erikseen metadonille ja naloksonille piikkien pinta-alojen ja retentioaikojen keskiarvo 
(KA), 95 % luottamusväli keskiarvoille (95% CI), keskihajonta (SD) ja suhteellinen keskihajonta 
(RSD). Hyväksymiskriteereinä injektiotoistettavuudelle oli, että pinta-alojen RSD ≤ 2 %; 
retentioaikojen RSD ≤ 0,5 %; resoluutio (R) ≥ 1 ja symmetrisyys (Tf) ≤ 2. 
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Päivän sisäistä toistettavuutta testattiin kuudella rinnakkaisella näytteellä, jotka valmistettiin 
metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteesta laimentamalla metadoni pitoisuuteen 1 mg/ml ja 
naloksoni 0,02 mg/ml (kappale 2.1). Saaduille pitoisuustuloksille laskettiin KA, 95 % CI 
keskiarvolle, SD ja RSD. Hyväksymiskriteerinä päivän sisäiselle toistettavuudelle oli rinnakkaisten 
määritysten pitoisuuksien RSD ≤ 2 %. 
Päivien välinen toistettavuus tutkittiin toistamalla päivän sisäinen toistettavuus kahtena 
peräkkäisenä päivänä. Näytteet otettiin samasta yhdistelmävalmistepullosta. 
Toistettavuusnäytteiden pitoisuustuloksille laskettiin KA, 95 % CI keskiarvolle, SD ja RSD. Eri 
päivien välillä ei tulisi olla merkittävää eroa pitoisuustulosten keskiarvoissa, joten merkittävyys 
arvioitiin laskettujen luottamusvälien perusteella. 
9.5.4 Oikeellisuus 
Menetelmän oikeellisuutta tarkasteltiin naloksonin osalta kahdella eri pitoisuusalueella (75 % ja 100 
%) ja metadonin osalta kolmella eri pitoisuusalueella (50 %, 75 % ja 100 %). Näytteitä valmistettiin 
kolme rinnakkaista kustakin pitoisuudesta. 
Naloksoninäytteet tehtiin lisäämällä Methadone Martindale -valmisteeseen naloksonin 
välilaimennosta ja lisättiin mittapullon merkkiin asti fosfaattipuskuria. Metadonin ja naloksonin 
teoreettinen pitoisuussuhde on sama kuin yhdistelmävalmisteessa (50:1). Saatiin kolme rinnakkaista 
näytettä naloksonin pitoisuuksilla 15 µg/ml (75 %) ja 20 µg/ml (100 %). 
Metadonin oikeellisuusnäytteet valmistettiin lisäämällä metadonin kantaliuokseen fosfaattipuskuria, 
että saatiin metadoninäytteisiin pitoisuudet 500 µg/ml (50 %), 750 µg/ml (75 %) ja 1000 µg/ml 
(100 %). 
Tuloksista laskettiin metadonin ja naloksonin pitoisuuksien KA, 95 % CI keskiarvolle, SD ja RSD. 
Menetelmällä mitattuja pitoisuuksia verrattiin laskettuihin teoreettisiin pitoisuuksiin. 
Hyväksymiskriteerinä oli, että oikeellisuusprosentin on jokaisella pitoisuusalueella oltava 
100 ± 3 %. 
9.5.5 Haavoittuvuus 
Menetelmän haavoittuvuutta tutkittiin metadonin ja naloksonin standardiliuoksen (standardi 4:n) 
säilyvyytenä jääkaapissa (2–8 °C) ja HPLC:n näytteensyöttäjässä. Kantaliuoksista valmistetusta 
standardi 4:stä tehtiin 12 rinnakkaista näytettä, joista kuusi näytettä analysoitiin heti ja loput kuusi 
näytettä säilytettiin näytteensyöttäjässä 1 vuorokausi ja analysoitiin säilytyksen jälkeen. Lisäksi 
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standardiliuoksia säilytettiin 1 vuorokausi jääkaapissa, minkä jälkeen niistä tehtiin kuusi 
rinnakkaista näytettä analysoitavaksi. Tuloksista laskettiin näytteiden pitoisuus ja sen muutos 
säilytyksen aikana. 
9.5.6 Alue 
Analyyttisen menetelmän tulee olla käyttöalueellaan toistettava, oikeellinen ja lineaarinen. 
Säilyvyyskokeissa menetelmän käyttöalueena oli 25–125 % pitoisuudesta. 
9.6 YHDISTELMÄVALMISTEEN LAADUNVALVONTAKOKEET 
Metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteen laadunvalvontakokeet perustuvat valmisteen 
spesifikaatioon (liite 2). Metadonin ja naloksonin pitoisuudet määritettiin yhdistelmävalmisteelle 
kehitetyllä ja validoidulla HPLC-menetelmällä. 
9.6.1 Metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteen valmistus 
Oraaliliuospullot valmistettiin Kuopion yliopistollisen sairaalan (KYS) apteekissa 
lääkkeenvalmistuslaboratoriossa Metadoni 2 mg/ml -naloksoni 0,04 mg/ml oraaliliuoksen 
valmistusohjeen mukaisesti (KYS apteekki, 2010). Metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmiste 
kehitettiin käyttämällä valmisteen pohjana Methadone Martindale Pharma® 2 mg/ml -oraaliliuosta, 
johon lisättiin naloksonia pitoisuuteen 0,04 mg/ml. 
Naloksoni täytyi lisätä metadoniliuokseen nestemäisenä, jotta lisäys olisi farmaseuttisesti luotettava. 
Naloksonihydroklorididihydraatista päätettiin tehdä väkevä kantaliuos (2,5 mg/ml), jotta 
metadonipulloon lisättävä määrä ei aiheuttaisi merkittävää tilavuuden muutosta. 55 ml:n 
metadonipulloon pitäisi laskennallisesti lisätä 0,88 ml naloksonin kantaliuosta (2,5 mg/ml) ja 
vastaavasti 500 ml:n metadonipulloon pitäisi lisätä 8 ml kantaliuosta, jotta saataisiin 
naloksonipitoisuudeksi 0,04 mg/ml. 
Metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteen spesifikaatiorajat on esitetty liitteessä 2. 
9.6.2 Euroopan farmakopean annosyksiköiden yhdenmukaisuuskokeet 
Euroopan farmakopean (7th Ed.) monografin Liquid Preparations for Oral Use mukaan metadoni-
naloksoni -yhdistelmävalmisteelle tehtiin annosyksiköiden yhdenmukaisuus -tutkimus (Uniformity 
of Dosage Units 2.9.40.). 
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9.6.2.1 Annosten yhdenmukaisuus (Content Uniformity) 
Tutkimukseen käytettiin yksi 500 ml pullo metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmistetta. Pullosta 
mitattiin erlenmeyereihin 10 annosta (noin 50 ml) liuosta (normaalia käyttöolosuhdetta vastaavissa 
olosuhteissa). Jokaisesta erlenmeyeristä (hyvin sekoitettu) otettiin yksi näyte ja määritettiin 
jokaisesta näytteestä vaikuttavien aineiden pitoisuus. Saaduista tuloksista laskettiin metadonille ja 
naloksonille Hyväksymisarvo (AV), jonka hyväksymiskriteerinä oli AV ≤ 15. 
Hyväksymisarvo laskettiin kaavalla (VII). 
                 (VII) 
missä 
M = vertailuarvo (jos 98,5 % ≤   ≤ 101,5 %; niin M =   tai jos   < 98,5 %; niin M = 98,5 %) 
  = pitoisuuksien (x1, x2,…, xn) keskiarvo prosentteina etiketin ilmoittamasta arvosta 
k = hyväksymisvakio (jos n = 10; niin 2,4) 
s = pitoisuuksien keskihajonta. 
9.6.2.2 Massan vaihtelu (Mass Variation) 
Tutkimusta varten tarvittiin 10 × 55 ml pullot metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmistetta. Jokaisen 
pullon sisältö punnittiin erikseen kaatamalla liuos (normaalia käyttöolosuhdetta vastaavissa 
olosuhteissa) vaa'alla olevaan taarattuun dekantterilasiin. Jokaisen pullon sisällön massa kirjattiin 
ylös ja jokaisesta pullosta otettiin näyte analysoitavaksi. Aktiiviaineiden määrä laskettiin jokaisesta 
pullosta punnittujen massojen ja analyysimenetelmällä määritettyjen pitoisuuslukemien avulla. 
Saaduista tuloksista laskettiin metadonille ja naloksonille Hyväksymisarvo (AV), jonka 
hyväksymiskriteerinä oli AV ≤ 15. 
Hyväksymisarvo laskettiin kaavalla (VII), missä seuraava parametri on määritelty uudestaan: 
  = arvioitujen pitoisuuksien (x1, x2,…, xn) keskiarvo prosentteina etiketin ilmoittamasta arvosta 
jossa 
x1, x2,…, xn = tutkittujen annosyksiköiden arvioidut pitoisuudet. 
Yksittäisen annoksen arvioitu sisältö laskettiin kaavalla (VIII). 
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      (VIII) 
missä 
w1, w2,…, wn = tutkittujen annosyksiköiden massat 
A = aktiivisen aineen pitoisuus (prosentteina etiketin ilmoittamasta arvosta) määritettynä sopivalla 
analyysimenetelmällä 
  = tutkittujen annosyksiköiden massojen keskiarvo. 
9.6.3 Säilyvyysseurantatutkimus 
Metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteelle laadittiin yhteensopivuus- ja 
säilyvyysseurantatutkimus, jonka tarkoituksena oli osoittaa analyyttien yhteensopivuus keskenään, 
apuaineiden ja primaaripakkausmateriaalin kanssa sekä valmisteen säilyvyys 30 vrk aikana (Helin-
Tanninen ja Naaranlahti 2011). 
9.6.3.1 Yhdistelmävalmisteen aistinvaraiset ominaisuudet ja pH 
Valmisteista tutkittiin pitoisuusmittausten lisäksi muutoksia sen ulkonäössä ja muissa 
aistinvaraisissa ominaisuuksissa (saostumat/kiteet, sameus, kaasunmuodostus, väri, tuoksu). 
Valmisteen spesifikaation mukaan valmiste on vaalean keltainen, kirkas neste (liite 2). Lisäksi 
valmisteista mitattiin pH kussakin näytteenottoajankohdassa ja verrattiin tuloksia 
spesifikaatiorajoihin 3,6 ± 0,3 (liite 2). 
9.6.3.2 Vaikuttavien aineiden pitoisuus 
Metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmiste valmistettiin KYS apteekissa säilyvyystutkimuksia varten 
16.11.2011 ja säilyvyystutkimukset suoritettiin Itä-Suomen yliopiston Farmasian laitoksella 
16.11.‒15.12.2011. Yhdistelmävalmisteen säilyvyyttä tutkittiin sekä pimeässä (21 ± 2 oC) että 
valokaapissa, jossa oli keinotekoinen luonnonvalo (25 ± 2
o
C). Näytteenottoajankohdat olivat 0 vrk; 
0,125 vrk; 1 vrk; 2 vrk; 6 vrk; 14 vrk ja 30 vrk. Jokaisesta näytteestä määritettiin vaikuttavien 
aineiden pitoisuudet. Yhdistelmävalmisteen pitoisuuden spesifikaatiorajat metadonille ja 
naloksonille ovat 90−110 % etiketissä ilmoitetusta pitoisuudesta (liite 2). 
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10 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU 
10.1 MENETELMÄN KEHITYS 
Metadoni ja naloksoni sisältävät rakenteessaan tertiäärisen amiinin, joka tekee niistä heikkoja 
emäksiä. Laskennallinen pKa-arvo metadonille on 9,05 ja naloksonille 6,73. Lisäksi naloksonin 
fenolinen hydroksyyliryhmä on heikosti hapan, minkä seurauksena naloksonin toinen 
laskennallinen pKa-arvo on 9,16. Kirjallisuudessa metadonin nestekromatografisissa määrityksissä 
on käytetty käänteisfaasimenetelmää ja UV-detektiota (Beasley ja Ziegler 1977, Hsieh ym. 1978, 
USP 29 / NF 24 Methadone Hydrochloride Oral Concentrate, Samanidou ym. 2006). 
Käänteisfaasikromatografia perustuu analyyttien erotteluun näytteestä niiden polaarisuuden 
perusteella, jolloin kolonnissa oleva stationäärifaasi on poolittomampi kuin polaarinen liikkuva 
faasi (Snyder ym. 1997, ss. 235–236). Koska myös naloksonin nestekromatografiset määritykset 
perustuivat kirjallisuudessa käänteisfaasikromatografiaan (Panchagnula ym. 2004, USP 29 / NF 24 
Naloxone Hydrochloride Injection, Gil-Alegre ym. 2005, Montafavi ym. 2009), metadonin ja 
naloksonin erotusmenetelmäksi valittiin käänteisfaasimenetelmä. 
Näytteille valittiin sopiva laimennospitoisuus, mutta muutoin niitä ei tarvinnut käsitellä, koska 
näytteet eivät sisältäneet analyysiä häiritseviä tekijöitä ja analyytit olivat valmiiksi liuosmuodossa. 
Näytteen pitoisuudeksi valittiin metadonille 1000 µg/ml (1:1, v/v) ja naloksonille 20 µg/ml (1:1, 
v/v), jolloin molemmat analyytit voitiin määrittää samasta näytteestä. Kirjallisuudessa metadonin 
aallonpituuksina on käytetty 254 nm (USP 29 / NF 24 Methadone Hydrochloride Oral Concentrate), 
220 nm (Samanidou ym. 2006) ja 280 nm (Beasley ja Ziegler 1977) ja naloksonin aallonpituuksina 
229 nm (USP 29 / NF 24 Naloxone Hydrochloride Injection), 220 nm (Panchagnula ym. 2004) ja 
210 nm (Montafavi ym. 2009). Menetelmän kehityksessä seurattiin myös osaa kirjallisuudessa 
esitetyistä aallonpituuksista, mutta matalilla aallonpituuksilla havaittiin enemmän häiriöpiikkejä ja 
metadonin vaste oli liian voimakas. Omien kokeiden ja analyyttien UV-spektrien perusteella 
valittiin detektorille seurattavaksi aallonpituudeksi 282 nm (kuva 10). Kolonnin lämpötilaksi 
vakiinnutettiin 30 °C. 
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Kuva 10. Metadonin (A) ja naloksonin (B) UV-spektrit ja rakennekaavat. 
Menetelmän kehityksen alussa kokeiltiin ajoliuoksina fosfaattipuskuria (90,0 mM; pH 3), johon oli 
lisätty ioniparireagenssina 1-oktaanihapon natriumsuola (1,7 mM), ja metanolia orgaanisena 
liuottimena. Orgaaninen liuotin muutettiin asetonitriiliksi ja lopulta kokeiltiin metanoli-asetonitriili 
-seosta (1:1), koska piikkien symmetria parani seosta käytettäessä. Ajettaessa isokraattisella 
menetelmällä naloksoni saatiin retentoitumaan vasta hyvin pienellä orgaanisen liottimen osuudella 
(% B < 30), mutta samalla metadonin retentio kasvoi liian isoksi (k' > 30). Naloksonin retention 
parantamiseksi fosfaattipuskuriin lisättiin ioniparireagenssia samaan konsentraatioon kuin USP:n 
standardimenetelmän ajoliuoksessa (6,3 mM) (USP 29 / NF 24 Naloxone Hydrochloride Injection). 
Ioniparireagenssin lisäys paransi naloksonin retentiota, mutta samalla metadonin piikin retentio 
kasvoi entisestään. Lopulta kokeiltiin vielä naloksonin USP:n mukaista ajoliuosta (pH 2), joka johti 
merkittävään metadonipiikin häntimiseen. 
Menetelmän kehityksessä ensimmäisenä kolonnina kokeiltiin Agilentin nopean erotuskyvyn XDB-
silikapohjaista käänteisfaasikolonnia (2.1 × 50 mm), jossa silikaan liitetty ligandi oli oktaani (C8) ja 
partikkelikokona 3,5 µm. Analyyttien epäedullisten retentioaikojen takia kokeiltiin Watersin 
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XBridge-sarjan polymeeripohjaista (hybrid) kolonnia (2.1 × 50 mm), jossa kahdeksantoista hiilen 
ketju (C18) ja partikkelikoko 2,5 µm. Watersin kolonnilla naloksonin retentio kasvoi 
kapasiteettitekijän arvosta 3 arvoon 4 ja piikkien symmetria oli noin 0,8, mutta metadonin piikit 
olivat voimakkaasti häntiviä ja symmetria oli vain 0,5. Metadonin piikkien muodon parantamiseksi 
kokeiltiin vielä Agilentin SB-fenyylikolonnia (2.1 × 100 mm), jossa partikkelikokona 3,5 µm. 
Kolonnin lisäksi vaihdettiin ajoliuokseksi USP:n mukainen fosfaattipuskuri (33,0 mM; pH 4), jossa 
ei ollut ioniparireagenssia (USP 29 / NF 24 Methadone Hydrochloride Oral Concentrate). 
Muutoksista huolimatta metadonipiikin symmetria huonontui arvosta 0,5 arvoon 0,4 ja samalla 
naloksonin retentio huonontui kapasiteettitekijän arvoon < 1. 
Naloksonin riittävän retentoitumisen ja metadonin piikin muodon parantamiseksi ioniparireagenssin 
käyttö ajoliuoksessa osoittautui välttämättömäksi. Piikkien voimakas häntiminen voi johtua 
kolonnin vapaista silanoleista (Si-O-H) eli kolonnin polymeroinnissa reagoimatta jääneistä 
hydroksyyliryhmistä (Snyder ym. 1997, ss 189–192 ja ss. 311–313). Kolonnin käänteisfaasiligandi 
(esim. C8) kiinnittyy polymeroinnissa silanoleihin, mutta aina kaikkia pinnan silanoliryhmiä ei 
saada reagoimaan steeristen esteiden takia. Emäksisten yhdisteiden (-NH3
+
) sitoutumista vapaisiin 
silanoleihin voidaan vähentää ioniparireagenssilla, jonka kationit (esim. Na
+
) sitoutuvat 
silanoileihin. Silanolien aktiivisuuteen vaikuttaa myös ajoliuoksen pH ja ioinivahvuus (Nawrocki 
1997). Ioniparireagenssiksi valittiin 1-oktaanihapon natriumsuola, koska sitä oli käytetty naloksonin 
standardimenetelmän ajoliuoksessa (USP 29 / NF 24 Naloxone Hydrochloride Injection). 
Lopulta saatiin kehitettyä menetelmä, jossa naloksonin kapasiteettitekijä oli noin 3 ja metadonin 
noin 12. Kun isokraattisella menetelmällä ei saatu hyväksyttävää retentoitumista molemmille 
analyyteille, päätettiin kokeilla gradienttimenetelmää. Gradienttimenetelmän kehitykseen 
ajoliuoksiksi valittiin 90 mM fosfaattipuskuri (1,7 mM ioniparireagenssi) ja ACN-MeOH -seos 
(1:1) ja kolonniksi Agilentin nopean erotuskyvyn XDB-käänteisfaasikolonni. Tarkoituksena oli 
saada naloksonille kapasiteettitekijäksi 2–3 ja metadonille 10–15. Gradienttimenetelmään 
virtausnopeus nostettiin aiemmasta 0,3 ml/min 0,5 millilitraan minuutissa (ml/min). 
Gradienttimenetelmä aiheuttaa enemmän pohjaviivan ongelmia ja tekee menetelmästä 
epävakaamman (Snyder ym. 1997, ss. 350–352). Menetelmää kuitenkin suositellaan, jos kaikkien 
tutkittavien yhdisteiden kapasiteettitekijöitä ei isokraattisella menetelmällä saada välille 
0,5 < k < 20 (Snyder ym. 1997, ss. 352–353). Lopullisen menetelmän ajoajaksi saatiin 5 min ja 
tasapainotusajaksi 5 min. 
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10.2 VALIDOINTITULOKSET 
Lääkkeiden säilyvyystutkimuksissa käytetyt analyyttiset menetelmät tulee olla validoituja ja 
säilyvyystutkimuksiin kehitettyjä menetelmiä (eng. stability indicating) (ICH Q7 2000). ICH:n 
Q2(R1) -ohjeistossa (2005) määritellään, että analyysimenetelmän validoinnin on tarkoitus osoittaa, 
että menetelmä sopii käyttötarkoitukseensa. Metadonille ja naloksonille kehitetty HPLC-menetelmä 
validoitiin ICH:n Q2(R1) -ohjeistuksen periaatteiden mukaisesti. Validoinnissa tutkittiin 
menetelmän luotettavuusparametreista spesifisyys, lineaarisuus, toistettavuus, oikeellisuus, 
haavoittuvuus ja alue. 
10.2.1 Spesifisyys 
Menetelmän spesifisyys määritellään sen kyvyksi analysoida tarkasti tutkittavan analyytin 
konsentraatio muiden näytteen sisältämien yhdisteiden läsnäollessa (ICH Q2(R1) 2005; Snyder ym. 
1997, ss. 695–701). 
Menetelmän spesifisyys osoitettiin analysoimalla HPLC-ajoliuos, Methadone Martindale Pharma -
oraaliliuos, standardi 4 (100 % työskentelypitoisuus) ja metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmiste 
(kuva 11). Ajoliuoksen kromatogrammissa ei ole nähtävissä signaaleja metadonin tai naloksonin 
retentioajalla ja standardi antaa piikit metadonille retentioajalla ~4,6 min ja naloksonille ~1,4 min. 
Methadone Martindale Pharma -valmisteen kromatogrammissa ei ollut häiritseviä piikkejä 
naloksonin retentioajalla. Valmisteen kromatogrammissa retentioajalla ~2,8 min signaalin antaa 
valmisteen apuaine, mutta se ei häirinnyt metadonin ja naloksonin määrittämistä. 
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C D
Kuva 11. HPLC-ajoliuoksen (A), standardin 4 (B), Methadone Martindale Pharma® 2 mg/ml -
oraaliliuoksen (C) ja metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteen (D) kromatogrammit 
aallonpituudella 282 nm. 
Valmistenäytteiden piikkien puhtaus varmistettiin analyyttien UV-spektreistä, joita verrattiin 
spektrikirjastoon tallennettuihin naloksonin ja metadonin spektreihin (kuva 10) (Agilent 
Technologies 2000). 
Lisäksi menetelmän spesifisyys määritettiin hajoamiskokein, joissa metadoni-naloksoni 
-yhdistelmävalmiste altistettiin hapolle, emäkselle ja hapettimelle. Tarkoituksena oli osoittaa, että 
analyyttien mahdolliset hajoamistuotteet eivät aiheuta häiritseviä piikkejä metadonin tai naloksonin 
retentioajoille. Metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteen ja reagensseilla käsitellyn valmisteen 
kromatogrammit on esitetty kuvassa 12. 
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Kuva 12. Käsittelemättömän metadoni-naloksoni -valmisteen kromatogrammi (A) sekä valmisteen 
kromatogrammit 4 tunnin H2O2-käsittelyn (B), NaOH-käsittelyn (C) ja HCl-käsittelyn (D) jälkeen 
mittausaallonpituudella 282 nm. 
Selkein muutos oli naloksonin piikin pieneneminen hapetuskäsittelyn jälkeen ja välisijatilavuuteen 
ilmestyvä suuri piikki, joka on todennäköisesti retentoitumaton reagenssi. Lisäksi kromatogrammiin 
muodostui ainakin kaksi selvää ylimääräistä piikkiä (RT noin 0,9 ja 1,2 min) ennen naloksonin 
retentioaikaa, mutta ne eivät häirinneet naloksonin määritystä. Myös retentioajalla 4,4 min 
havaitaan ylimääräinen piikki, joka voi johtua valmisteen apuaineiden hapettumisesta. 
Happokäsittelyissä ei havaittu muutoksia metadoni ja naloksonin piikeissä. Naloksonin piikki 
pienentyi hiukan emäskäsittelyn jälkeen, mutta ylimääräisiä piikkejä ei havaittu kromatogrammissa. 
Metadonin piikin korkeus pysyy suunnilleen samana jokaisessa käsittelyssä. 
Määritysten jälkeen varmistettiin metadoni ja naloksonin piikkien puhtaus käsitellyistä näytteistä. 
Metadonin ja naloksonin piikkien UV-spektrejä verrattiin spektrikirjaston vertailuspektreihin 
(taulukko 6). 
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Taulukko 6. Valmisteiden, käsiteltyjen hajoamisnäytteiden ja käsittelemättömän näytteen UV-
spektrien vastaavuus vertailuspektrien kanssa. 
 
Methadone 
Martindale 
Pharma 
Metadoni-naloksoni 
-yhdistelmävalmiste 
NaOH-käs. HCl-käs. H2O2-käs. 
Metadoni 974,9 989,1 985,7 986,9 983,1 
Naloksoni - 999,7 999,5 999,2 998,7 
Jos spektrien vastaavuusarvot ovat yli 990, spektrejä voidaan pitää samanlaisina (Agilent 
Technologies 2000). Metadonin vastaavuusarvot olivat pääsääntöisesti < 990, mikä voi olla 
seurausta näytteen pohjassa tapahtuvista muutoksista tai väärän vertailuspektrin valinnasta. Arvojen 
muutos oli kuitenkin suhteessa niin pieni, että se ei vaikuttanut menetelmän spesifisyyteen. 
Menetelmää voidaan pitää säilyvyystutkimuksiin soveltuvana (eng. stability indicating), koska 
molemmat analyytit (metadoni ja naloksoni) erottuvat valmisteen apuainepiikeistä ja 
hajoamispiikeistä. Spesifisyysmääritysten perusteella voidaan todeta kehitetyn menetelmän olevan 
spesifinen metadonille ja naloksonille. 
10.2.2 Lineaarisuus 
ICH:n mukaan analyyttinen menetelmä on lineaarinen, jos se pystyy (menetelmän alueella) 
tuottamaan testitulokset, jotka ovat suoraan verrannollisia näytteen sisältämän analyytin 
konsentraatioon (ICH Q2(R1) 2005). Menetelmän lineaarisuudella mitataan, miten hyvin 
kalibrointisuora (vaste vs. konsentraatio) vastaa ensimmäisen asteen yhtälöä (Snyder ym. 1997, 
ss. 691‒694). 
Menetelmän lineaarisuus osoitettiin viidellä pitoisuustasolla kolmena rinnakkaisena määrityksenä, 
joiden tuloksista laskettiin pienimmän neliösumman lineaarinen regressiosuora (kuva 13 ja 
kuva 14). Metadonin ja naloksonin piikkien pinta-aloista saatiin niiden aiheuttamat detektorin 
vasteet eri pitoisuustasoilla. 
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Kuva 13. Lineaarisuus: Naloksonin kalibrointisuora viidellä eri pitoisuustasolla kolmena 
rinnakkaisena määrityksenä. 
 
Kuva 14. Lineaarisuus: Metadonin kalibrointisuora viidellä eri pitoisuustasolla kolmena 
rinnakkaisena määrityksenä. 
Kalibrointisuorien y-akselin leikkauspisteen numeerista arvoa verrattiin 100 %:n vertailuvasteeseen 
(std 4:n vaste) ja muutettiin tulos prosenteiksi. Metadonilla y-akselin leikkauspiste oli -0,43 % 
vertailuarvosta ja naloksonilla -5,7 %. Metadonin leikkauspiste oli suhteessa todella hyvä, koska 
ideaalinen arvo lineaarisen suoran (yhtälö (I)) leikkauspisteelle (b) on 0 (Snyder ym. 1997, 
ss. 691‒694). Naloksonin leikkauspiste oli selvästi huonompi, koska sen pitoisuudet olivat paljon 
matalampia. 
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Vastetekijä (eng. response factor) on analyytin konsentraation ja detektorin vasteen (piikin pinta-
ala) suhde. Ideaalitilanteessa lineaarisen menetelmän vastetekijä on vakio eli se pysyy 
muuttumattomana koko menetelmän alueella (Snyder ym. 1997, ss. 691‒694). Metadonin ja 
naloksonin vastetekijät niiden 100 %:n pitoisuudessa (std 4) olivat metadonilla 6,68∙104 ja 
naloksonilla 2,95∙104. Standardin 4 vastetekijöitä verrattiin muiden standardipitoisuuksien 
vastetekijöihin ja muutettiin niiden erotus prosenteiksi (taulukko 7). 
Taulukko 7. Metadonin ja naloksonin vastetekijöiden erotus standardin 4 vastetekijään prosentteina. 
 
Standardi 1 Standardi 2 Standardi 3 Standardi 5 
Metadoni -2,47 -0,80 -0,27 0,17 
Naloksoni 14,4 4,86 1,67 -0,88 
Metadoni vastetekijät eroavat alle 2,5 % standardin 4 vastetekijästä. Naloksonilla vastetekijä 
poikkeaa merkittävästi matalimmassa pitoisuudessa (std 1) 100 %:n vastetekijästä. Naloksonilla 
pienet pitoisuudet aiheuttavat poikkeamaa pitoisuusalueen lineaarisuuteen, joka on havaittavissa 
sekä y-akselin leikkauspisteen että vastetekijän poikkeamista. Kaikkien tutkittavien näytteiden 
tulokset olivat kuitenkin hyvin lähellä 100 %:n pitoisuutta, joten kyseisellä poikkeamalla ei ole 
merkittävää vaikutusta tulosten luotettavuudelle. 
Menetelmän lineaarisuuden hyväksymiskriteeriksi oli määrätty, että korrelaatiokertoimen on oltava 
≥ 0,997. Metadonin (R2 = 0,9999) ja naloksonin (R2 = 0,9983) korrelaatiokertoimet täyttävät 
hyväksymiskriteerit, joten menetelmää voidaan pitää lineaarisena pitoisuusalueella 25–125 %. 
10.2.3 Toistettavuus 
Injektiotoistettavuus kertoo kokonaisuudessa laitteiston, elektroniikan, analyyttisen menetelmän ja 
analysoitavien näytteiden kunnosta ja toiminnasta yhdessä (ICH Q2(R1) 2005, Snyder ym. 1997, ss. 
705–706).  Päivän sisäinen toistettavuus tarkoittaa toistettavuutta lyhyellä aikavälillä samoissa 
käyttöolosuhteissa (ICH Q2(R1) 2005 ja Snyder ym. 1997, ss. 690–691). Päivien välinen 
toistettavuus ilmaisee analyysimenetelmän toistettavuutta eri päivinä. 
Injektiotoistettavuustuloksista laskettiin metadonin ja naloksonin piikkien retentioajoille ja pinta-
aloille keskiarvo (KA), keskihajonta (SD), suhteellinen keskihajonta (RSD) sekä 95 %:n 
luottamusväli keskiarvolle (95 % CI). Validointisuunnitelmassa mainittuina hyväksymiskriteereinä 
injektiotoistettavuudelle oli, että pinta-alojen RSD ≤ 2 %; retentioaikojen RSD ≤ 0,5 %; resoluutio 
(R) ≥ 1 ja symmetrisyys (Tf) ≤ 2. Esimerkkinä toisen validointipäivän tulokset taulukossa 8. 
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Taulukko 8. Injektiotoistettavuusnäytteistä lasketut tulokset metadonille ja naloksonille. 
 Metadoni Naloksoni 
Pinta-alan RSD 0,11 0,36 
Retentioajan RSD 0,08 0,21 
Resoluutio (R) 25 9,6 
Symmetrisyys (Tf) 1,5 1,6 
Päivän sisäiseen toistettavuuteen valmistettiin metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteesta (Erä: 
2010/001676) kuusi rinnakkaista näytettä, joiden tulokset taulukoissa 9. Validointisuunnitelmassa 
hyväksymiskriteerinä oli, että pitoisuuksien RSD ≤ 2 %. 
Taulukko 9. Metadonin ja naloksonin toistettavuusnäytteiden tulokset. 
 Metadoni Naloksoni 
 Päivä I (µg/ml) Päivä I (µg/ml) 
KA 1878 35,3 
SD 8,7 0,15 
RSD 0,5 0,42 
95 % CI 9,1 0,16 
Päivien välinen toistettavuus tutkittiin toistamalla päivän sisäisen toistettavuus kahtena eri päivänä. 
Myös päivien välisen toistettavuuden pitoisuustulosten RSD piti olla hyväksymiskriteerien mukaan 
≤ 2 %. Lisäksi arvioitiin eri päivien pitoisuustulosten keskiarvojen eroa laskettujen luottamusvälien 
perusteella. Ensimmäisen päivän tulokset ovat taulukossa 9. Metadonilla toisen päivän 
pitoisuustuloksien RSD oli 0,5 ja naloksonilla 0,4. Lisäksi metadonin pitoisuuksien keskiarvoksi 
saatiin 1926 ± 9,8 (KA ± 95 % CI) ja naloksonille 35,3 ± 0,14. Metadonilla eri päivien tuloksien 
keskiarvot eivät olleet toistensa luottamusväleillä, mutta niiden välinen erotus oli < 3 %, joten 
muutosta voidaan pitää suhteellisen pienenä. Naloksonilla molempien päivien keskiarvot olivat 
luottamusväleillä. 
Naloksonin mitattu pitoisuus 35,3 µg/ml (taulukko 9) on vain 88 % teoreettisesta 
naloksonipitoisuudesta (40 µg/ml). Mitattu pitoisuus ei ole spesifikaatiorajoissa 90‒110 % (liite 2). 
Yhdistelmävalmisteen valmistusvaiheessa kannattaisi mahdollisesti lisätä ylimäärä 
naloksoniliuosta. Ylimääräisen lisäyksen suuruus ja vaikutus metadonin ja naloksonin pitoisuuteen 
tulisi tutkia pitoisuusmäärityksillä. 
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Injektiotoistettavuus, päivän sisäinen toistettavuus ja päivien välinen toistettavuus antoivat 
hyväksymiskriteerit täyttävät tulokset, joten menetelmä voitiin todeta toistettavaksi. 
10.2.4 Oikeellisuus 
Analyyttisen menetelmän oikeellisuus tarkoittaa mitatun arvon ja tunnetun todellisen arvon eroa 
(ICH Q2(R1) 2005 ja Snyder ym. 1997, ss. 687–688). 
Pitoisuustuloksista laskettiin metadonin ja naloksonin oikeellisuusprosentit ja niiden KA, 95 % CI 
keskiarvolle, SD ja RSD (taulukko 10). Oikeellisuusprosentti laskettiin vertaamalla menetelmällä 
saadun pitoisuustuloksen eroa näytteen teoreettiseen laskettuun pitoisuuteen. Oikeellisuusprosentti 
laskettiin kaavalla (IX). 
                      
                 
                      
       (IX) 
Taulukko 10. Oikeellisuusprosenteista lasketut tulokset naloksonilla kahdella ja metadonilla 
kolmella eri pitoisuustasolla. 
Oikeellisuudelle oli validointisuunnitelmassa annettu jokaiselle tutkitulle pitoisuustasolle 
hyväksymiskriteereiksi 100 ± 3 %. Metadonin ja naloksonin oikeellisuusprosenttien keskiarvot 
olivat hyväksymiskriteerien mukaisissa rajoissa. Saatujen tulosten perusteella menetelmä voitiin 
todeta oikeelliseksi. 
10.2.5 Haavoittuvuus 
Analyyttisen menetelmän haavoittuvuutta voidaan testata tekemällä pieniä muutoksia menetelmän 
parametreihin ja tutkimalla, miten muutokset vaikuttavat menetelmän luotettavuuteen normaalissa 
käytössä (ICH Q2(R1) 2005). Menetelmän haavoittuvuutta tutkittiin standardi 4:n säilyvyytenä 
HPLC:n näytteensyöttäjässä ja jääkaapissa (2–8 °C) yhden vuorokauden ajan. Säilyvyysprosentti 
laskettiin metadonille ja naloksonille kaavalla (X) ja tulokset on esitetty taulukossa 11. 
                   
                                       
           –                
      (X) 
 Naloksoni Metadoni 
Pitoisuustaso 75 % 100 % 25 % 75 % 100 % 
KA 97,4 97,5 101 101 100 
SD 0,36 3,83 0,40 0,27 0,27 
RSD 0,37 3,93 0,40 0,26 0,27 
95 % CI 0,90 9,52 1,00 0,66 0,67 
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Taulukko 11. Metadonin ja naloksonin säilyvyysprosenteista lasketut tulokset standardiliuoksessa. 
 Jääkaappi Näytteensyöttäjä 
 Naloksoni (%) Metadoni (%) Naloksoni (%) Metadoni (%) 
KA 101 101 102 101 
SD 0,20 0,13 0,37 0,40 
RSD 0,20 0,13 0,36 0,40 
Validointisuunnitelmassa menetelmän haavoittuvuuden tulokset tuli ilmoittaa tiedoksi. Metadonin 
ja naloksonin standardiliuos säilyy jääkaapissa, koska pitoisuuden muutos on ≤ 2 %. 
Näytteensyöttäjässä näytteet jonkin verran konsentroituvat (liuotin haihtuu), jolloin pitoisuuden 
muutos on < 3 %. Haavoittuvuustuloksista huolimatta joka päivä valmistettiin uudet 
standardiliuokset. 
10.2.6 Alue 
Menetelmän alue on konsentraatio väli, jolla analyyttinen menetelmä on spesifisyyden lisäksi 
toistettava, oikeellinen ja lineaarinen (ICH Q2(R1) 2005; Snyder ym. 1997, ss. 694–695). Käytetyn 
HPLC -menetelmän pitoisuusalueeksi valittiin metadonille 250–1250 µg/ml ja naloksonille 5–25 
µg/ml.  
Alue riippuu menetelmän käyttötarkoituksesta (Snyder ym. 1997, ss. 694–695). Mostafavi 
kumppaneineen (2009) käyttivät kehittämässään käänteisfaasimenetelmässä naloksonin 
pitoisuusalueena 0,1−100 µg/ml. He tutkivat buprenorfiini-naloksoni -yhdistelmätablettien 
pitoisuutta ja naloksonin hajoamistuotteita osana laadunvalvontaa. Laajemman alueen mahdollisti 
muun muassa heidän seuraamansa aallonpituus 210 nm, jolloin naloksonin antama vaste on suurin 
(kuva 10). Naloksonin alueena on kirjallisuuden perustella myös käytetty 6–30 µg/ml (Gil-Alegre 
ym. 2005) ja 2–50 µg/ml (Panchagnula ym. 2004), jotka vastaavat tässä tutkimuksessa käytettyä 
aluetta. Metadonin pitoisuusalueina on kirjallisuudessa käytetty muun muassa 0,1–10 µg/ml 
detektioaallonpituudella 292 nm (Fernández ym. 2006) ja 5–20 ng/µl detektioaallonpituudella 220 
nm (Samanidou ym. 2006), mutta kyseisissä tutkimuksissa metadonipitoisuutta määritettiin 
plasmasta ja muista biologisista nesteistä. Biologisissa menetelmissä tarvitaan yleensä pienempää 
aluetta kuin valmisteanalyyseissä. 
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10.3 YHDISTELMÄVALMISTEEN KEHITYS JA LAADUNVALVONTATULOKSET 
10.3.1 Formulaatiokehitys 
KYS apteekissa käytetään pääsääntöisesti lääkelisäyksiä tehtäessä erikokoisia ruiskuja, jotka ovat 
tavallisesti polypropeenia tai polyeteeniä ja mäntä synteettistä kumia. 0,88 ml:n naloksonilisäys 
tehtäisiin steriilillä kertakäyttöisellä 1 ml:n ruiskulla, jonka mitta-asteikolla voi mitata millin 
sadasosan tarkkuudella. Toisena lisäysmenetelmänä harkittiin naloksonin lisäämistä Finnpipette®-
pipetillä. Finnpipette®-pipetin vaativana puolena on sen pipetointitekniikka, jolla on suuri merkitys 
pipetoinnin tarkkuuteen. 
Yhdistelmävalmisteen farmaseuttisessa toteutuksessa tutkittiin kahta erilaista naloksonin 
lisäysmenetelmää 55 ml:n metadonipulloon, koska lisättävä määrä oli suhteellisen pieni. 
Tutkimuksessa vertailtiin ruiskua ja Finnpipette®-pipettiä mittaamalla kummallakin 0,88 ml 
puhdistettua vettä ja punnitsemalla mittausten massat analyysivaa’alla. Kummallakin menetelmällä 
mitattiin 10 määritystä ja laskettiin punnittujen massojen KA ja RSD. Lisäksi tehtiin koe, jossa 
mitattiin 55,0 g puhdistettua vettä kahdeksaan erlenmeyeriin, joihin lisättiin 0,88 ml 
naloksoniliuosta (2,5 mg/ml). Neljään erlenmeyeriin lisäys tehtiin ruiskulla ja toiseen neljään 
Finnpipette®-pipetillä. Jokaisesta erlenmeyeristä määritettiin naloksonipitoisuus ja laskettiin 
tuloksista KA ja RSD. Tarkemmat tulokset on esitetty liitteessä 3. 
Mittaustulosten perusteella ruiskulla ja Finnpipette®-pipetillä voidaan saavuttaa käytännössä yhtä 
hyvä naloksonipitoisuus. Finnpipette®-pipetin käyttö kuitenkin vaatisi enemmän yhtenäisen 
tekniikan opettelua ja hallintaa, että mittaukset olisivat luotettavia. Koska KYS apteekissa on totuttu 
käyttämään ruiskuja ja sillä saadut mittaustulokset olivat hyviä, päätettiin naloksonilisäys tehdä 1 
ml:n ruiskulla. 
10.3.2 Euroopan farmakopean annosyksiköiden yhdenmukaisuuskokeiden tulokset 
Uniformity of Dosage Units -tutkimuksella (Ph. Eur. 7th Ed. 2.9.40.) haluttiin varmistaa, että 
yhdistelmävalmisteen vaikuttavien aineiden pitoisuudet ovat jokaisessa annosyksikössä yhtäläiset ja 
hyväksyttävissä rajoissa. 
10.3.2.1 Annosten yhdenmukaisuus (Content Uniformity) 
Metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteen 500 ml:n pullosta mitattiin 10 noin 50 ml:n annosta 
erlenmeyereihin, joista jokaisesta mitattiin metadonin ja naloksonin pitoisuus (taulukko 12). 
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Taulukko 12. Erlenmeyereista määritetyt metadonin ja naloksonin pitoisuudet. 
 Naloksoni (µg/ml) Metadoni (µg/ml) 
1. 39,9 1943 
2. 39,7 1933 
3. 39,1 1901 
4. 39,4 1915 
5. 40,0 1941 
6. 39,6 1928 
7. 40,0 1951 
8. 39,2 1920 
9. 39,6 1931 
10. 40,0 1953 
KA 39,7 1932 
SD 0,33 16,3 
RSD 0,82 0,84 
Hyväksymisarvo (AV) laskettiin erikseen molemmille tutkituille yhdisteille. Pyydetyt parametrit 
sijoitettiin kaavaan (VII), jolloin saatiin laskettua tuloksiksi metadonille AV = 4 ja naloksonille 
AV = 2. Euroopan farmakopea määrittää hyväksymiskriteeriksi AV ≤ 15. Metadonin ja naloksonin 
tulokset ovat hyväksymiskriteerien mukaiset, joten ne läpäisevät Content Uniformity -testin. 
10.3.2.2 Massan vaihtelu (Mass Variation) 
Tutkimuksessa punnittiin jokaisen metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmistepullon sisältö 
(10 × 55 ml) erikseen yläkuppivaa’alla ja määritettiin jokaisesta pullosta metadonin ja naloksonin 
pitoisuus (taulukko 13). 
Taulukko 13. Jokaisesta pullosta määritetty metadoni ja naloksonin pitoisuus. 
 Naloksoni (µg/ml) Metadoni (µg/ml) 
1. 37,7 1890 
2. 37,3 1889 
3. 37,1 1866 
4. 37,2 1884 
5. 37,3 1895 
6. 37,8 1903 
7. 34,3 1889 
8. 37,1 1865 
9. 37,0 1886 
10. 36,8 1872 
KA 37,0 1884 
SD 0,99 12,3 
RSD 2,69 0,65 
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Parametrit sijoitettiin kaavoihin (VII) ja (VIII), jolloin saatiin laskettua metadonille AV = 6 ja 
naloksonille AV = 12. Euroopan farmakopea määrittää hyväksymiskriteeriksi AV ≤ 15. Metadonin 
ja naloksonin tulokset ovat hyväksymiskriteerien mukaiset, joten ne läpäisevät Mass Variation -
testin. 
10.3.3 Säilyvyysseurantatulokset 
10.3.3.1 Yhdistelmävalmisteen aistinvaraiset ominaisuudet ja pH 
Jokaisessa aikapisteessä normaaliolosuhteissa (pimeä + huoneenlämpö) olleet valmisteliuokset 
olivat vaalean keltaisia ja pysyivät koko kokeen ajan kirkkaina. Valmisteissa ei havaittu muutoksia. 
Valoaltistuskokeessa valmisteliuos havaittiin selkeästi vaalentuneen 14 vrk näytepisteessä. 
Yhdistelmävalmisteen pH mitattiin jokaisen näytteenottopisteen yhteydessä. Mitattu pH 
mittapisteissä oli 3,6 ± 0,05, joka toteuttaa yhdistelmävalmisteelle asetetun laatuvaatimuksen 
(liite 2). 
10.3.3.2 Vaikuttavien aineiden pitoisuus 
Yhdistelmävalmisteen, joka oli valmistettu 55ml ruskeaan lasipulloon, rinnakkaisten pullojen 
tulokset eivät osoittaneet tilastollisesti merkittäviä eroja (regressiosovitus ja regressiosovituksen 
vertailu GraphPad Prism5, Versio 5.03). Tästä syystä kaikki tulokset poolattiin yhdeksi 
regressioanalyysiksi säilyvyyttä määritettäessä (ICH Q1A(R2) 2003). 
Kuvassa 15 on esitetty yhdistelmävalmisteen (55 ml pakkauskoko) metadonin ja naloksonin 
säilyvyys pimeässä (21  2 °C). Näissä olosuhteissa pitoisuuserot 0-hetkeen ovat suurimmillaan 
6 % metadonille ja 9 % naloksonille. Naloksonin pitoisuudet 3235 µg/ml ovat prosentteina 
teoreettisesta pitoisuudesta (40 µg/ml) vain 8088 %. Pitoisuus ei ole spesifikaatiorajoissa 
90‒110 % (liite 2), kuten todettiin myös toistettavuuskokeissa. 
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Kuva 15. Yhdistelmävalmisteen (55 ml pakkauskoko) säilyvyys huoneenlämmössä pimeässä. 
Kuvassa A on metadonin pitoisuuden säilyvyys 30 vrk aikana ja B on naloksonin pitoisuuden 
säilyvyys vastaavana aikana. Kuvaan on katkoviivalla korostettu 90 % ja 110 % säilyvyyden raja-
arvot. 
55 ml pakkauskoon metadonin ja naloksonin säilyvyys tutkimuspulloissa ja referenssipulloissa 30 
vrk aikana tutkittiin t-testillä (GraphPad Prism5, Versio 5.03). Testin mukaan referenssipullojen ja 
tutkimuspullojen pitoisuuksissa ei ole tilastollisesti merkitsevää eroa 30 vuorokauden aikana. 
Kummallakin lääkeaineella valmisteelle asetetut laatuvaatimukset täyttyvät. 
Yhdistelmävalmisteen, jonka pakkauskoko 500 ml, säilyvyyttä tutkittiin myös huoneenlämmössä 
pimeässä. Saatujen tulosten perusteella naloksonilla ei havaittu tilastollisesti merkitsevää muutosta 
valmisteessa, kun taas metadonilla 0-pitoisuuden ja 30 vuorokauden pitoisuuden ero oli 
tilastollisesti merkitsevä. Tämä ero johtuu metadonin osalta poikkeavasta mittapisteestä 0-
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aikapisteessä, joka aiheuttaa poikkeuksellisen suuren hajonnan ko. mittapisteessä. Kummallakin 
lääkeaineella valmisteelle asetetut laatuvaatimukset täyttyvät. 
Kuvassa 16 on esitetty yhdistelmävalmisteen säilyvyys valoaltistuksessa. Tutkimuksen tuloksista 
havaitaan 30 vuorokauden aikana metadonin pitoisuuden laskevan 8 % 0-hetkeen verrattuna. 
Naloksonin pitoisuus laskee samassa ajassa 60 % 0-hetkeen verrattuna. 
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Kuva 16.  Yhdistelmävalmisteen säilyvyys huoneenlämmössä valossa. Kuvassa on metadonin 
(A) ja naloksonin (B) pitoisuuden säilyvyys 30 vrk aikana. Kuvaan on katkoviivalla korostettu 90 % 
ja 110 % säilyvyyden raja-arvot. 
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Valohajoamisreaktiot voivat olla hyvin monimutkaisia, mutta siihen liittyy usein hapettumista 
hapen läsnäollessa (Yoshioka ja Stella 2002). Naloksonin hapettuessa pääasialliseksi 
hajoamistuotteeksi on raportoitu 2,2'-bisnaloksoni (Quarry ym. 2002). Quarryn ja kumppaneiden 
tutkimuksessa havaittiin naloksonin dimerisoitumista, kun naloksoniliuosta säilytettiin ruskeasta 
lasista valmistetuissa näytevialleissa. Lasin ruskeasta väriaineesta liuennut Fe
+3
 katalysoi 
naloksonin dimerisoitumista. Dimeerin osuus on vuorokauden säilytyksen jälkeen alle 1 % 
naloksonin osuudesta (w/w). Valoaltistuskokeessa naloksoni on mahdollisesti hapettunut valon 
katalysoimana. Koska tässä tutkimuksessa ei havaittu yhteensopimattomuutta aktiivisten aineiden ja 
ruskean lasipullon välillä, yhdistelmävalmiste tulee säilyttää ruskeissa lasipulloissa valolta suojassa. 
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11 YHTEENVETO  
Metadoni voidaan luokitella korkean riskin lääkeaineeksi ja yhdessä naloksonin kanssa valmisteen 
farmakologinen yhdistelmä on riskialtis (agonisti + antagonisti) (taulukko 2 ja 3). Metadoni-
naloksoni -yhdistelmävalmisteelle kehitetyllä nestekromatografisella menetelmällä voidaan 
luotettavasti määrittää metadonin ja naloksonin pitoisuudet sairaala-apteekin tutkimusvalmisteesta 
laadunvalvontatutkimuksissa. Metadonin ja naloksonin erotusmenetelmäksi valittiin kirjallisuuden 
perusteella käänteisfaasimenetelmä. Menetelmän kehityksessä havaittiin, että ioniparireagenssin 
lisääminen ajoliuokseen paransi merkittävästi naloksonin retentiota ja metadonin piikin muotoa. 
Kun naloksoni saatiin retentoitumaan hyväksyttävällä kapasiteettitekijän arvolla, metadonin retentio 
kasvoi liian suureksi. Molempien analyyttien kapasiteettitekijöiden optimoimiseksi päädyttiin 
käyttämään gradienttimenetelmää. Hajoamiskokeissa naloksonin havaittiin hajoavan hapettumalla, 
mutta hajoamistuotteet eivät häirinneet analyyttien määrittämistä. Kehitetty HPLC-menetelmä 
validoitiin ICH:n Q2(R1) -ohjeistuksen periaatteiden mukaisesti ja todettiin spesifiseksi, 
lineaariseksi, toistettavaksi ja oikeelliseksi. 
Yhdistelmävalmisteelle kehitettiin farmaseuttisesti luotettava valmistusmenetelmä, jossa naloksoni 
lisättiin kantaliuoksena ruiskulla Methadone Martindale Pharma® 2 mg/ml -oraaliliuokseen 
pitoisuussuhteessa 50:1. Valmisteelle laadittiin spesifikaatio, jonka vaatimusten täyttyminen 
varmistettiin laadunvalvontakokein. Euroopan farmakopean laadunvalvontakokeet (2.9.40.) 
osoittivat, että metadoni-naloksoni -yhdistelmävalmisteen formulaatio on luotettava ja vaikuttavien 
aineiden pitoisuudet ovat jokaisessa annosyksikössä yhtäläiset ja hyväksyttävissä rajoissa. 
Säilyvyysseurantatutkimuksessa saatujen tulosten perusteella metadoni-naloksoni 
-yhdistelmävalmiste säilyy 30 vuorokauden ajan pimeässä (21  2 °C). 
Naloksoni hajoaa merkittävästi valon vaikutuksesta, joten valmiste on suojattava valolta ja 
säilytettävä ruskeissa lasipulloissa. Tutkimuksissa havaittiin, että naloksonin pitoisuus 
yhdistelmävalmisteessa on vain 8088 %, joka ei täytä naloksonin pitoisuuden spesifikaatiota 
(90110 %). Jatkossa kannattaisi tutkia naloksonin ylimääräisen lisäyksen tarve ja vaikutus 
valmisteen aktiivisten aineiden pitoisuuteen. Valmisteen mikrobiologisena säilyvyysaikana on tähän 
mennessä pidetty Methadone Martindale Pharma® 2 mg/ml -oraaliliuoksen säilyvyysaikaa, joka on 
1 kuukausi pullon avaamisesta. Kuitenkin jatkossa olisi perusteltua tutkia myös 
yhdistelmävalmisteen mikrobiologinen säilyvyys. 
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LIITE 1. SUOMEN YLIOPISTOLLISIIN SAIRAALA-APTEEKKEIHIN 
TEHDYN AVOIMEN SÄHKÖPOSTIKYSELYN TULOKSET 
Sähköpostikysely toteutettiin vuonna 2011 ja kyselyyn vastasi neljä yliopistollista sairaala-
apteekkia viidestä. Sairaala-apteekeilta kysyttiin millaisia analyysimenetelmiä heillä on käytössä ja 
millaiseksi he arvioivat heidän apteekkinsa analytiikan tason (esim. kattava, riittävä, puutteellinen 
tms.). 
Kyselyyn vastanneilla sairaala-apteekeilla on omavalmisteiden analytiikassa käytössä pH-mittaus, 
tiheys-mittaus ja titrimetriset menetelmät. Myös valmisteen ulkonäön toteaminen tehdään 
käytännössä aina. Lisäksi sairaala-apteekit teettävät steriiliys- ja endotoksiinitestejä Hjelt-
instituutissa Helsingin yliopistossa. Osassa sairaala-apteekeista on käytössä myös refraktometri 
ja/tai UV/Vis -spektrofotometri. 
Sairaala-apteekit kokivat, että analytiikan taso on osin riittämätön. Koska lääkkeenvalmistuksen 
mittakaava on pieni ja erilaisia valmisteita on paljon, on haasteellista kehittää kattavia 
laadunvalvontamenetelmiä kaikille apteekissa valmistettaville lääkevalmisteille. Erityisesti 
pitoisuuden määritysmenetelmiä koettiin olevan vähän. Omavalmisteiden kestoaikojen 
määrittäminen koettiin myös haastavaksi, koska kaikille valmisteille ei ole tehty 
säilyvyystutkimuksia ja kestoajan määrittäminen perustuu usein kirjallisuuteen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
LIITE 2. METADONI 2 MG/ML -NALOKSONI 0,04 MG/ML 
-YHDISTELMÄVALMISTEEN SPESIFIKAATIOTAULUKKO 
Tutkittava parametri 
 
Vaatimus 
Ulkonäkö Vaalean keltainen, kirkas neste 
Liuoksen pH 3,6 ± 0,3 
Vaikuttavan aineen toteaminen ja pitoisuus: 
- naloksoni 
- metadoni 
(HPLC-UV): 
0,04 mg/ml (90 – 110 %) 
2,0 mg/ml (90 – 110 %) 
Annosten yhdenmukaisuus: 
- naloksoni 
- metadoni 
Ph. Eur. 7th Ed. (2.9.40. Content Uniformity): 
<15 
<15 
Massan vaihtelu: 
- naloksoni 
- metadoni 
Ph. Eur. 7th Ed. (2.9.40. Mass Variation): 
<15 
<15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
LIITE 3. RUISKUN JA FINNPIPETTE®-PIPETIN MITTAUSTARKKUUS 
Taulukossa 1 on esitetty massavertailujen tulokset ja taulukossa 2 pitoisuusvertailujen tulokset. 
Taulukko 1. Ruiskulla ja Finnpipette®-pipetillä mitattujen massojen tulokset (n = 10). 
 
Ruisku (mg) Finnpipette® (mg) 
KA 884 874 
RSD 0,15 0,20 
min. 882 871 
max. 886 876 
Taulukko 2. Ruiskulla ja Finnpipette®-pipetillä mitattujen naloksonipitoisuuksien tulokset (n = 10). 
 
Ruisku (mg/ml) Finnpipette® (mg/ml) 
KA 0,037 0,036 
RSD 2,4 0,70 
min. 0,036 0,035 
max. 0,038 0,036 
 
 
